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Untersuchungen iiber die Lipoide der Saugetierleber. 
I. Mitteilung.}) 


Uber ein Polydiaminophosphatid der Schweineleber. 


Von 
Ernst Friinkel, Franz Bielschowsky und 8. I. Thannhauser. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitaét Freiburg im Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1933.) 


Wir beschreiben in dieser Arbeit ein Diaminophosphatid, das 
wir schon in der IJ. Mitteilung*) unserer Untersuchungen iiber die 
Lipoide der Siugetierleber erwihnten. Die Diaminophosphatide 
oder Sphingomyeline enthalten als Bausteine Cholin, Sphingosin, 
Phosphorsiiure und verschiedene Fettsiuren; ihre Konstitution ist 
von Levene folgendermafen formuliert worden: 

OH 


/OH 
(2) (1) 4 
Sphingosin CH,-(CH,),,CH=CH-CH-CH-CH,-O-P—O-C,H, 
| | | 
Fettsiure R-CO-NH O N==(CH,), Cholin 


OH 

Derartige Substanzen wurden zuerst von Thudichum im 
Gehirn, wo sie in relativ groBer Menge vorkommen, spiiter auch 
von anderen Autoren in verschiedenen Organen, wie in der Leber 
durch Levene’), nachgewiesen. In einer sorgfiltigen Untersuchung 
von W. Merz*) am Thierfelderschen Institut werden zum ersten 
Male exakte qualitative und quantitative Angaben iiber die ver- 
schiedenen Fettsiiuren der Diaminophosphatide gemacht, und die 
Auffassung der friiheren Untersucher, die im Sphingomyelin ein 
Gemisch verschiedener Fettsiurederivate annehmen, bestiitigt. Die 
von Merz am Gehirnsphingomyelin bisher sichergestellten Fett- 
siuren sind: Nervonsiure, Lignocerinsiiure und Stearinsiiure. Merz 


*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Rockefeller Foundation. 
*) Diese Z. 213, 58 (1932). 8) J. of biol. Chem. 24, 69 (1916). 
*) Diese Z. 193, 59 (1930). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIII. ] 
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versuchte, ein einheitliches Diaminophosphatid mit nur einer Fett- 
siure durch fraktionierte Extraktion des Gehirns darzustellen. Er 
fand jedoch, daB die stufenweise gewonnenen Sphingomyelin- 
fraktionen in der Zusammensetzung ihrer Fettsiurekomponente 
keine nennenswerten Unterschiede aufwiesen. Diese Versuche sind 
bemerkenswert, weil man erwarten miifte, daB, falls es sich bei 
den Sphingomyelinen nur um physikalische Gemenge handelte, 
z. B. das Derivat der Stearinsiure von dem der Lignocerinsiure 
in seinen physikalischen Higenschaften verschieden wire. Es hiitte 
sich deshalb nach der von Merz versuchten Methode isolieren oder 
anreichern lassen miissen. 

Auf Grund der qualitativen Zusammensetzung des von Merz 
untersuchten Sphingomyelins vertraten Thierfelder und Klenk’) 
die Ansicht, da& die Diaminophosphatide ebenso wie die Cere- 
broside nur Fettsiuren vom Typus C,, oder solche vom Typus C,. 
enthielten. 

Wir hatten das Gliick, bei der Darstellung unseres Diamino- 
phosphatids aus der Leber ohne besondere Schwierigkeiten und 
Reinigungsverfahren einen Kérper mit dem richtigen N: P-Ver- 
haltnis 2:1 zu finden. Seine Reindarstellung unter gelinden Be- 
dingungen war nur mit der Abtrennung von geringen Mengen von 
Lignoceryl-sphingosin und zuckerhaltigen Beimengungen, die noch 
nicht niiher untersucht sind, verkniipft. Verglichen mit einem uns 
von Herrn Klenk freundlichst iiberlassenen Sphingomyelin aus 
Gehirn zeigte die Substanz gréfere hydrophile Eigenschaften als 
das Gehirnsphingomyelin. In geringer Menge liefert sie nach 
vorangegangener Quellung mit Wasser eine im durchscheinenden 
Licht klare kolloidale Lésung; sie ist, wie es Merz zum ersten 
Male fiir das Gehirnsphingomyelin angibt, hygroskopisch und nimmt 
bis zu 8°/, Wasser beim Stehen an der Luft auf. Ihre Bausteine 
sind Cholin, Sphingosin und Phosphorsiure; die in ihr enthaltenen 
Fettsiuren iiberraschenderweise Palmitinsiure, Lignocerinsiiure 
und Stearinsiiure. Der K6rper ist, solange er noch Kohlenhydrat 
enthalt, wiirmeempfindlich, er beginnt sich schon bei 80° zu 
zersetzen, so da8 bei allen noch zu beschreibenden Reinigungs- 
verfahren T'emperaturen iiber 60° vermieden werden muBten. Die 
reine Substanz krystallisiert aus ihrer methylalkoholischen Liésung 
in langgestreckten Nadeln aus; in unreinem Zustande sind die 
Nadeln meist gekriimmt oder rosettenférmig angeordnet. Die 





1) Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide, Tiibingen 1930, S. 131. 



































Untersuchungen iiber die Lipoide der Siiugetierleber. 3 


Krystallform ist jedoch bei dieser Art von Substanzen nicht so 
charakteristisch, daf sie als entscheidendes Merkmal fiir die Kin- 
heitlichkeit betrachtet werden kann. 


Bei der orientierenden qualitativen Untersuchung der Fett- 
siiuren mittels fraktionierter Krystallisation ihrer Lithiumsalze er- 
gaben sich Anhaltspunkte dafiir, daB die 3 Fettsiuren im iiqui- 
molekularen Verhiltnis zueinander stehen. Wir haben deshalb 
diese Frage auf verschiedenen Wegen zu entscheiden versucht. 
Sowohl die durch Spaltung gefundene Gesamtmenge aller in der 
Substanz enthaltenen Fettsiiuren als auch das mittlere Molekular- 
cewicht dieses Fettsiiuregemisches stimmen mit der Theorie iqui- 
molekularer Verhiltnisse tiberein. Hierbei ist fiir den Korper eine 
noch zu diskutierende Formel eines Polydiaminophosphatids an- 
senommen. Wir fiihrten ferner eine annihernd quantitative Be- 
stimmung der Palmitin- und Stearinsiure aus. Dabei wurden die 
Methylester dieser beiden Siuren im Hochvakuum vom Methylester 
der Lignocerinsiiure, der nur sehr schwer fliichtig ist, abdestilliert. 
Leider zersetzte sich der Methylester der Lignocerinsiiure beim 
lingeren Erhitzen, so daB die Menge der Lignocerinsiiure nur aus 
der Differenz, Gesamtfettsiure — (Stearinsiure + Palmitinsiure), 
ermittelt werden konnte. Die Summe der Palmitin- und Stearin- 
siiure und das mittlere Molekulargewicht ihres Gemenges stimmen 
ebenfalls innerhalb der Fehlergrenze der Methode mit der Theorie 
iiberein. SchlieBlich stehen auch vielfach ausgefiihrte Verbrennungs- 
analysen der Substanz in guter Ubereinstimmung mit den errech- 
neten Werten. 


Bei der qualitativen und quantitativen Trennung der meist 
nur in geringen Mengen zur Verfiigung stehenden Fettsiuren 
leistete uns die im experimentellen Teil angegebene Versuchs- 
anordnung gute Dienste. In der Apparatur, die ganz aus Glas 
ist, und von jedem geschickten Glasbliser leicht angefertigt werden 
kann, kénnen noch 200 bis 150 mg Substanz befriedigend fraktioniert 
werden. Stehen gar 300 bis 400 mg Substanz zur Verfiigung, so 
kénnen beispielsweise durch zweimalige Destillation eines urspriing- 
lichen Gemisches gleicher Teile Palmitin- und Stearinsiuremethyl- 
ester diese beiden Fettsiuren, die sonst nur sehr schwer zu trennen 
sind, einwandfrei voneinander geschieden werden. 


Auf Grund der bis jetzt ermittelten quantitativen Verhiltnisse 
schlagen wir fiir unser Diaminophosphatid die Formel eines Poly- 
diaminophosphatids vor, wobei die Stellung 1 oder 2 fiir die freie 


1* 
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Hydroxylgruppe des Sphingosins noch unbestimmt, und die Reihen- 
folge der verschiedenen Fettsiiurederivate noch willkiirlich ist. 


Palmityl-sphingomyelin = ou 
CH: (CHy),.* CH=CH- oo CH. CH, —O—P—O—C,H, 
| 
CH, :(CH,),,»>CO-NH O N=(CH,), 
On 0” 


Stearyl-sphingomyelin 


CH, : (CH,),,- CH=CH: CH—CH- CH, ae ek a 
| 


CH, (CH,)yy-CO-NH O N=(CH,), 
Lignoceryl-sphingomyelin i se 
CH, -(CH,),.* CH=CH- CH—CH- CI 1,—O—P—O—C,H, 
a ibenetnn as é N=CH, 
On 


Ahnliche, allerdings innerhalb cines Molekiils eintretende, salz- 
artige Bindungen zwischen Phosphorsiure und Base werden bei 
den Endosalzen der Lecithine schon angenommen.?) 

Die Molekulargewichtsbestimmung in Campher ergab unter- 
halb der Theorie liegende Werte, was vielleicht auf eine Zersetzung 


der Substanz bei héherer Temperatur zuriickzufihren ist. Die auf 


diese Weise ermittelten Werte zeigen jedoch, daB kein monomole- 
kulares Diaminophosphatid vorliegt. 

0,332 mg, 3,780 mg Campher, 2,5°4; Mol.-Gew. 1405 (Theorie 2266) 

0,325 mg, 3,380 mg Campher, 2,8°4; Mol.-Gew. 1375 

Da die Existenz von Polydiaminophosphatiden von prinzipieller 

Wichtigkeit ist, bedarf die von uns vorgeschlagene Formel weiterer 
Beweise. Es erscheint uns méglich, ja sogar wahrscheinlich, daf 
fir die Erregbarkeit und Leitfihigkeit der lebendigen Substanz, 
insbesondere der Nervensubstanz, in organischen Verbiinden die 
Intaktheit derartiger langkettiger Polyphosphatide die Voraus- 


setzung ist. 
Fiir die amidartige Verkniipfung siimtlicher drei Fettsiuren 


spricht vor allem die Isolierung eines Gemisches von Ceramiden, 
die man nach der Spaltung der Substanz mit verdiinntem methyl- 


alkoholischem Alkali erhielt. 





1) Die Titration unseres Diaminophosphatids in benzolisch-alkoholischer 


Lésung zeigt, daB der Kérper schwach sauer reagiert. 
0,3563 g Subst. in 25 cem gleicher Teile Benzol und Alkohol ver- 


brauchten 0,54 eem n/10-alkohol. KOH. 
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Untersuchungen iiber die Lipoide der Siugetierleber. 5 





Dieses Gemisch war noch in Untersuchung, als wir aus iuBeren 
Griinden gezwungen wurden, unsere Arbeit abzuschlieBen. 


Versuchsteil. 


Die Gewinnung des Ausgangsmaterials geschah auf die in 
unserer letzten Mitteilung auf S. 60 und 61 beschriebene Weise. 
Das in der Soxhlethiilse zuriickgebliebene Diaminophosphatid war 
noch briiunlich gefiirbt und wurde aus einem Gemisch gleicher 
Teile Chloroform und Pyridin (Levene) mehrmals umkrystalli- 
siert, bis es farblos war. Die Substanz war trotz mehrfachen 
Umkrystallisierens in diesem Zustand noch mit geringen Mengen 
von Lignoceryl-sphingosin und zuckerhaltigen Beimengungen un- 
bekannter Natur verunreinigt. Diese Verunreinigungen sind indessen 
nicht so groB, daB das N: P-Verhiltnis merklich von 2:1 abweicht. 
Bei einer Galaktosebestimmung nach Loening und Thierfelder 
mit 0,5 g Substanz waren nur Spuren von Cu,O festzustellen. Die 
Reaktion nach Molisch ist jedoch noch stark positiv. Solange 
die Substanz noch die Molischsche Reaktion gibt, ist sie leichter 
kolloidal in Wasser lislich als das véllig reine Produkt. Sowohl 
das Rohprodukt als auch die noch zuckerhaltige Substanz wurden 
bei allen Reinigungsprozessen nicht iiber 70° erhitzt, da sich der 
Kérper schon bei 80° im Hochvakuum nach einiger Zeit unter Braun- 
firbung zersetzte. 

Um die zuckerhaltigen Beimengungen zu entfernen, listen 
wir die Substanz in der etwa 10fachen Menge eines Gemisches 
von einem Teil Alkohol und 10 Teilen Petrolither auf und fallten 
unter allmahlicher Zugabe von Aceton verschiedene Fraktionen aus. 
Die zuerst ausfallende Fraktion enthilt noch anorganische Ver- 
unreinigungen und den Hauptteil der kohlehydrathaltigen Bei- 
mengung. Die nacheinander gewonnenen Niederschliige wurden 
jeweils abzentrifugiert und das Verfahren an den wieder vereinigten, 
nur noch schwach die Reaktion von Molisch gebenden Fraktionen 
wiederholt. Nach zweimaliger Wiederholung dieser Prozedur war der 
in Lisung verbliebene Anteil zuckerfrei. Er wurde durch Einengen 
im Vakuum gewonnen und aus der etwa 8—10fachen Menge Methanol 
umkrystallisiert. Die erste, bei Zimmertemperatur anfallende, Frak- 

tion enthilt noch geringe Mengen von Lignoceryl-sphingosin, das 
in Methylalkohol schwerer léslich ist als das Diaminophosphatid. 
Aus der im Vakuum eingeengten Mutterlauge scheidet sich der 
Kérper im Eisschrank schneeweiB ab. Er wird abzentrifugiert, 
im Zentrifugenglas mit Aceton gewaschen und abgenutscht. 











C,,H,;N,PO, . . . . . Lignoceryl-sphingomyelin (832,84) 
C,,H,;,N,PO, . . . . . . . Stearyl-sphingomyelin (748,74) 
CyoH,,N,PO, . . . . . . Palmityl-sphingomyelin (720,71) 
Cyo7 Hogs NeP3021 —2 H,O (2266,3) 
Ber. CC 67,25 H 11,52 N 3,708 P 4,108 
Gef. _,, 67,33 11,58 y 8,73 » 4,08 
,, 67,82 11,51 8,62 , 441 Ni P = 1,98:1 


Die Substanz wurde vor der Analyse im Vakuum bei 70° iiber P,0, 
getrocknet. 

4,806, 4,610 mg Subst.: 11,865, 11,380 mg CO,, 4,955, 4,744 mg H,O. — 
3,695, 3,457 mg Subst.: 0,118, 0,107 cem N, (24°, 773 mm). — 16,129, 
12,730 mg Subst.: 45,280, 36,265 mg Ammon. phosphormolybdat. 


Bestimmung der spezifischen Drehung. 

2,027 g des Korpers wurden in 20 cem eines Gemisches gleicher Teile 
von Chloroform und Methylalkohol gelést und im 2 dm/Rohr die Drehung 
abgelesen. 

1,12 
0,1013 x 2 





9 s ry pee 
Cl =+ = + 5,53°. 
Methylimidbestimmung nach Herzig und Meyer. 


2,712 mg wasserfreie Subst.: 2,36 mg AgJ. 
Ber. CH, 5,96 Gef. CH, 5,57. 


Spaltung der Substanz und Bestimmung der Fettsiuren. bei der 
Beschreibung der quantitativen Spaltung beschriinken wir uns auf 
die ausfiihrliche Wiedergabe eines Versuches. Bei den Spaltungen 
B und © wurde unter genau den gleichen Bedingungen gearbeitet. 
Mit der Identifizierung der Fettsiuren wurde zuerst viel Material 
und Zeit vergeudet. Erst durch die fraktionierte Destillation der 
Methylester in der angegebenen Apparatur war die Trennung der 
verschiedenen Fettsiuren eindeutig und iibersichtlich. 

Spaltung A. 2,913 g der wasserfreien Substanz wurden 
nach Klenk mit der 50fachen Menge 10 Gewichtsprozent Schwefel- 
siiure enthaltendem Methylalkohol auf dem Wasserbade 5 Stunden 
lang unter RiickfluB im Sieden gehalten. Die klare und farb- 
lose Lésung blieb danach etwa 12 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur stehen. Hierbei schied sich eine glinzende Krystall- 
masse ab. 

I, Die Krystallmasse wurde abgesaugt, mit Methanol gewaschen 
und nochmals, um die Hauptmenge des die Ester begleitenden 
Sphingosinsulfates zu entfernen, in H,SO, haltigem Methylalkohol 
aufgenommen. Der methanolischen Liésung wurden mit leicht- 
siedendem Petrolither die Ester wieder entzogen. Die petrol- 
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iitherische Lésung wurde gewaschen, und die daraus durch Ein- 
engen gewonnenen Kster mit methylalkoholischem Baryt verseift. 
Das iiberschiissige Baryt wurde mit CO, in BaCO, iibergefiihrt 
und das Gemisch von BaCO, und Bariumseifen auf dem Wasser- 
bad in einer Schale unter stiindigem Riihren zur Trockne gebracht. 
Das trockene Pulver wurde danach im Soxhlet mit Ather behandelt. 
Die Extraktion der Bariumseifen mit Ather war notig, um die 
hartnickig mitgefiihrten geringen Mengen von Sphingosin abzu- 
trennen. Das extrahierte Pulver ist darauf getrocknet und quanti- 
tativ in eine Reibschale gebracht worden, wo es mit verdiinnter 
Salzsiiure und etwas Ather vorsichtig verrieben wurde; die danach 
gewonnene itherische Liésung der freien Fettsiuren wurde ge- 
waschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. 

I. Ausbeute nach dem Trocknen bis zur Konstanz: 372,8 mg. 

II. Dem oben erhaltenen Filtrat, das mit dem Waschmethyl- 
alkohol von I vereinigt war, wurden die Ester mit Petrolither 
entzogen. Sie wurden nochmals in schwefelsiurehaltigem Methyl- 
alkohol aufgenommen und der gleichen Behandlung wie I unter- 
worfen. 

II. Ausbeute nach dem Trocknen bis zur Konstanz: 730,4 mg. 

Gesamtausbeute an Fettsiiuren 1,1032 g (372,8 + 730,04) 37,9°/, 

po ee ee ee ee 40,1°/, 

Spaltung Bb. 

1,083 g Subst.: 425 mg Fettsiuren 39,24°/,. 

58,1 mg des Fettsiuregemisches verbr. 1,90 cem n/10-alkohol. KOH. 

Aquiv.-Gew. 305,7. 


Ber. fiir ein iquimolekulares Gemenge von Lignocerin., 
Stearin- und Palmitinsiure 303,03. 


Spaltung C. 

4,0 g Subst.: 1,60 g Gesamtfettsiiuren 40,0°/,. 

52,6 mg des Fettsiiuregemisches verbr. 170 ccm n/1i0-alkohol. KOH. 

Aquiv.-Gew. 305,8 Ber. 303,03. 

Untersuchung der Fettsiuren aus Spaltung A.') I. 372,8 mg 
Fettsiiure wurden mit wasserfreiem, etwa 5°/, Schwefelsiure ent- 
haltendem Methylalkohol verestert. Die Ester wurden in Petrol- 
ither aufgenommen, der Petroliither gewaschen, mit Natrium- 
sulfat getrocknet und die Ester durch Entfernen des Petrolithers 
gewonnen. 


1) Sowohl die Fettsiiuren als auch die bei Zimmertemperatur festen 
Methylester daraus addierten nur spurenweise Jod, so dab ungesiittigte Fett- 
siuren nicht in Frage kamen. 
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Bis zur Konstanz getrocknete Ester: 384,7 mg. 


Von 384,7 mg wurden 879,3 mg bei einem Druck von 0,2—0,3 mm 
fraktioniert destilliert. (Dauer der Destillation: 1,5 Stunde.) 


I. Au8. Temp. Inn.Temp. Menge Schmelzp. 


1. Frakt. 167 —196,5° 118—144° 15,7 mg 23—25° )103,7 mg Stearins.- u. Pal- 
a 195,5—200° 143—144° 17,2 ,, 23—25,5°) mitinsiure-methylester. 
3. 4 200 —202° 141—149° 17,0 ,, 26—27° Demnach: angew. 
4. 4 202 —2099 147—151° 34,0 ,, 28—31° (372.3 mg, erh. 103,7 mg 
5. 4 Tropfen am Ablauf des Ber. f. 384,7 mg, 
Ubergangsréhrchens 19,8 ,, 31—33,5° erh. 104,9 mg. 





Die Fraktionen 4 und 5 waren im Laufe von etwa 40’ tibergegangen; 
bei weiterem Erhitzen (bis auf 211° auSen) ging nichts mehr iiber. 


Riickstand im Kélbchen: Schmelzp. 52—53°. 


II. Von 730,04 mg Fettsiuren wurden die Ester wie bei I. dargestellt. 
Bis zur Konstanz getrocknete Ester: 756,2 mg. 


Von 756,2 mg wurden 594,0 mg bei einem Druck von 0,2—0,7 mm 
fraktioniert destilliert. (Dauer der Destillation: etwa 2 Stunden ) 


II. Au8.Temp.Inn.Temp. Menge Schmelzp. 





° . 177 —210° —183° 19 25 —25,5° - ~ , 

“4 es a ein ns vn 26,727? 521,7 mg wegen ean ral. 

3. 219,5—226° 188—187° 111,5 ,, 31,5—33,5°| Mnsdure methy ester. 

4. ,,  Tropfen am Ablauf des y B94 vores h cat * , 
Ubergangsréhrchens 31,9 ,, 36 —39° Bes = ry er oe 

5. 4 Tropten am Thermo- ee nee ig 663 me 
meter (gelblich) mi. #* ; a er one 


Nach der 3. und 4. Fraktion ging nichts mehr iiber. 
Riickstand im Kélbchen (gelb gefiirbt) 43—44°. 


Die Gesamtausbeute an Palmitinsiiure- und Stearinsiiure-methylester 
betrigt demnach annihernd 767 mg (104 + 663); der Theorie nach sollten 
es 730,8 mg sein. 

Von 767 mg des Gemisches des Palmitinsiiure- und Stearinsdure-methy]- 
esters wurden etwa 200 mg mit methylalkoholischer Natronlauge verseift 
und die freien Séiuren gewonnen. 


47,5 mg Subst. verbrauchen 1,74 cem n/10-alkohol. KOH. 
Mittleres Aquiv.-Gew. 272,9. 
Ber. f. ein aiquimolekulares Gemisch von Palmitin- und Stearinsiiure 270,3. 


Die fiir die Summe der Palmitinsiure und Stearinsiiure ermittelten 
Werte sind nicht exakt, da eine quantitative Abtrennung des Methylesters 
der Lignocerinsdure nicht méglich ist. Beispielsweise enthalt die Fraktion II. 4. 
auf Grund ihres Schmelzpunktes geringe Mengen von Lignocerinsiure- 
methylester. Auch die folgende Destillation beweist den geringen Gehalt 
an Lignocerinsiure. 
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Trennung der Palmitinsaure und Stearinsaure. 


Destillation von 368,6 mg des Gemisches der Ester 
der Palmitin- und Stearinsidure. 


Aub. Temp. Inn. Temp. Menge Schmelzp. 
a 1, Frakt. 135—141° 114—116° 158,1 mg 26—26,6° 
a 2 » 144—145° 118° 69,1. ,, 25—25,5 ° 
— ae 147—166° 116—123° 66,3 ,, 29—29,5 ° 
enh Tropfen am Ablauf 25,2 5, 33—33,5 ° 
ok <« Tropfen am Thermometer 12,1 ,, 41—43,5° 


Destillation von 200 mg der vereinigten Fraktionen ea, und «. 


Aub. Temp. Inn. Temp. Menge Schmelzp. 
8 1. Frakt. 127 —128,5° 115—117° 103,0 mg 27 —27,8° 
kh » 128,5—-129,5° 35,7 5 25,5—26,5° 
ih « 130 —136° 116° 16,0 ,, 25,5° 
6 « 136 —137° 118° 16,9 ,, 24,5—25,0° 
rh « Tropfen am Ablauf is;T ., 27 —27,5° 


tiickstand im Kélbchen 15,0 mg. 


Destillation von etwa 100mg der vereinigten Fraktionen a, a, 
und des Riickstandes von f, 


Aub. Temp. Inn. Temp. Menge Schmelzp. 
y 1.Frakt.  130,5—183,59  113,5—117,59 15,0mg 25 —25,8° 
kh « 134° 116,8—118,3° 15,0 ,, 27 —27,7° 
rk , 134 —149° = 37,0 ,, 30,2—31,2° 


Es wurden vereinigt: 
Die Riickstiinde der Destillation I u. II (Lignocerinsiiure-Fraktion), 
Die Fraktionen (, und §, (Palmitinséiure-Fraktion), 
Die Fraktionen «,, 7, und der Riickstand von y (Stearinsiiure-Fraktion). 


Lignocerinsiiurefraktion. Die Riickstinde in dem Kdélbchen 
wurden mit Ather herausgespiilt und die freie Siiure dargestellt. Aus Aceton 
einmal umkrystallisiert erhielt man 201 mg Siiure vom Schmelzp. 77—78°. 


65,15 mg Subst. verbrauchten 1,80 cem n/10-alkohol. KOH. 
Aquiv.-Gew. 361,9. Ber. f. Lignocerinsiiure 368,5. 


Aus den vereinigten Mutterlaugen erhielt man weitere 30 mg Siiure 
vom Schmelzp. 71°; der Riickstand der Mutterlauge, der gelb gefiirbt war, 
wurde nicht weiter aufgearbeitet. 

Stearinsiurefraktion. Die aus den vereinigten Fraktionen dar- 
gestellte freie Siure wurde nicht mehr umkrystallisiert. Schmelzp. 64—65°. 


40,25 mg Subst. verbrauchten 1,42 ccm n/10-alkohol. KOH. 
Aquiv.-Gew. 283,4. Ber. f. Stearinsiiure 284,3. 


Palmitinsiurefraktion. Die aus den vereinigten Fraktionen dar- 
gestellte freie Siure schmolz, ohne daB sie umkrystallisiert wurde, bei 59—61 °. 


33,4 mg Subst. verbrauchten 1,292 cem n/10-alkohol. KOH. 
Aquiv.-Gew. 258,5. Ber. f. Palmitinsiiure 256,3. 
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Die Apparatur. Im kugelférmigen Ansatz, der die Raschig- 
ringe enthalt, wird die fiir die Fraktionierung wichtige kleine 
Dampfgeschwindigkeit sowohl durch den Widerstand der Raschig- 
ringe, als auch durch den mit der Kugel stark vergréBerten Quer- 






































schnitt des Weges, den der Dampf zuriicklegt, erreicht. Das zunichst 
ansteigende Ubergangsrohr nach den Vorlagen ist so angeschmolzen, 
daB die zuriicklaufende Fliissigkeit nur kurze Zeit mit dem aus 
der Kugel nachstrémenden Dampf in Beriihrung steht. Schnitt BB 
zeigt, wie die Raschigringe durch kreuzweises Kindriicken der Glas- 
wand oberhalb des Halses des Kélbchens am Herabfallen verhindert 
werden. 
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hig- Anwendung der Apparatur fiir die Trennung eines Gemisches 
ine 2 gleicher Teile Palmitin- und Stearinsauremethylester. 
hig- Destillation von 436 mg des Gemisches beieinem Druck yon 0,8 mm. 
1er- (Dauer der Destillation: etwa 2 Stunden.) 
AuB8. Temp. Inn. Temp. Menge Schmelzp. 
\ A. 1. Frakt. 164—170,5° 147—156,5° 154,8 mg 25 —26,1° 
& & « 171—173,5° 158 —160° 23 . 27,7 —28,7 ° 
| BE 173—175° 157,5 93,5 ,, 29,6—30,4° 
eo 174—178° 155—148° 23,4 ,, 34,5—35,4° 
A & +» Tropfen am Ablauf 
des Ubergangsréhrchens 29,2 ,, 36 —37,3° 


190 mg der vereinigten Fraktionen A, und A, wurden nochmals 
destilliert. (Dauer der Destillation: etwa 1 Stunde.) 


; 
AuB. Temp. Inn. Temp. Menge Schmelzp. 
B. 1. Frakt. 150—166° 138° 16,7 mg 25—25,8° 
eh « 166—170° 138,5—144,5° TT a 26—26,7° 
-~» & * 172—176,5° 142,8—149,5° iy » 27—28,2° 
. & » 176—182° 151,5—153° 69,6 ,, 3233.40 
} > % w Tropfen am Ablauf 
und am Thermometer 24,8 ,, 35 —36° 


Riickstand im Kélbchen 13,4 mg, Schmelzp. 36—36,5°. 
Fraktion A, und B, wurden vereinigt und die daraus dargestellte freie 
Siiure aus Aceton einmal umkrystallisiert. Schmelzp. 56—57°. 
47,85 mg Subst. verbrauchten 1,84 ccm n/10-alkohol. KOH. 
Aquiv.-Gew. 260,0. Ber. f. Palmitinsiiure 256,3. 
Fraktion A,, A,, B, und B, wurden vereinigt, und die daraus gewonnene 
freie Siure aus Aceton einmal umkrystallisiert. Schmelzp. 68—69°. 


37,26 mg Subst. verbrauchten 1,31 cem n/10-alkohol. KOH. 
Aquiv.-Gew. 284,4. Ber. f. Stearinsiiure. 284,3. 


























Uber Muskeladenylsiure aus Hefe und Hefeadenylsaure 
aus Pankreas. 


Ein Beitrag zur Nomenklatur der Adenylsduren. 
Von 
F. Lindner. 


(Aus dem Pharmazeutisch-wissenschaftlichen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Werk Fim.-Héchst.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1933.) 


Die Adeninnucleotide haben in den letzten Jahren infolge 
ihrer physiologischen Wirksamkeit in steigendem Mafe das Inter- 
esse von Medizinern und Chemikern erweckt und sind von den 
verschiedensten Seiten bearbeitet worden. Man ist dabei schon 
vor mehreren Jahren darauf aufmerksam geworden, dab es min- 
destens zwei verschiedene Adenylsiuren — Adeninribose-Mono- 
phosphorsiuren — gibt die man zuniichst nach dem Material, aus 
dem sie gewonnen wurden, als Hefe- und Muskeladenylsiure unter- 
schieden hat. Obwohl sich in der Zwischenzeit gezeigt hat, daB 
diese Bezeichnungen nicht mehr zu Recht bestehen und irrefiihrend 
sind, und auch Abanderungsvorschlige gemacht wurden ?), wird noch 
vielfach an den alten Bezeichnungen festgehalten.*) Dies gibt mir 
Veranlassung, einige Befunde zu verdéffentlichen, die ich schon vor 
lingerer Zeit erhoben habe und welche die Unhaltbarkeit der alten 
Unterscheidungs- und Bezeichnungsweise besonders klar zeigen. 

Embden und Schmidt haben als erste festgestellt*), dai 
die Adenylsiiure, die sie aus Muskel gewonnen hatten [und die 
iibrigens schon friiher von amerikanischen Forschern aus Blut 
dargestellt worden war‘)], verschieden ist von der schon linger 
bekannten Adenylsiiure, die bei der schonenden alkalischen Hydro- 
lyse der Hefenucleinsiiure entsteht. Sie fanden zunichst, daB beide 
Siiuren sich scharf in ihrem Verhalten gegeniiber der von Schmidt 
entdeckten Desamidase unterscheiden, indem die Adenylsiiure aus 
Hefe im Gegensatz zu der aus Muskel gewonnenen von dem 


1) Klimek und Parnas, Biochem. Z. 252, 392 (1932). 

*) H.Steudel, Diese Z. 216, 77,(1933); Levene, Biochem. Handlexikon 
14, 862, 876 (1933). 3) Diese Z. 181, 130 (1929). 
4) Jackson, J. of biol. Chem. 57, 121 (1923). 
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Ferment nicht angegriffen wurde. In der Folge stellten sie dann 
weitere Unterschiede im physikalischen und chemischen Verhalten 
beider Siuren fest, und fiihrten fiir die beiden, danach ver- 
schiedenen Substanzen die Namen Hefeadenylsiure und Muskel- 
adenylsiure ein. Die Befunde von Embden und Schmidt wurden 
inzwischen mehrfach bestiitigt und erweitert. Neben den Unter- 
schieden im physikalischen und chemischen Verhalten wurden 
auch solche in der physiologischen Wirksamkeit der beiden Siuren 
festgestellt. Die Wirkung auf das Herz des Meerschweinchens z. B., 
die sich am Elektrokardiographen beobachten liBt, gestattet eine 
eindeutige Unterscheidung der beiden Adenylsiuren. Wiahrend 
Muskeladenylsiure schon in geringen Dosen totalen Block hervor- 
ruft, tut das die Hefeadenylsiure erst in etwa der 10 fachen 
Konzentration.!) Eine weitere, wieder rein chemische Unter- 
scheidungsmethode wurde kirzlich von Klimek und Parnas 
angegeben.”) Die beiden Autoren fanden, daB die aus Muskel 
hergestellte Adenylsiiure ein komplexes Kupfersalz bildet, die aus 
Hefenucleinsiiure gewonnene aber nicht. Diese Unterscheidungs- 
reaktion hat, abgesehen von ihrer einfachen Ausfiihrung, auch 
theoretische Bedeutung, da sie Riickschliisse auf die Konstitution 
der beiden Adenylsiiuren zu ziehen erlaubt. Es stand ja von vorn- 
herein fest, da die beiden sich nur in der Stellung des Phos- 
phorsiiurerestes am Ribosemolekiil unterscheiden konnten. Aus 
der Bildung eines komplexen Kupfersalzes folgt nun ohne weiteres, 
daB in der Muskeladenylsiure zwei benachbarte Hydroxylgruppen 
in der Ribosekomponente frei sein miissen, womit die Konstitution 
der Muskeladenylsiure eindeutig als die einer Adenin-Furanribosid- 
5-Phosphorsiure festgelegt ist. Diese Formulierung war schon 
friiher von Levene *) angenommen worden, nachdem er die 5-Stellung 
des Phosphorsiurerestes fiir die Inosinsiure, das Desamidierungs- 
produkt der Muskeladenylsiure, festgestellt hatte. Fiir die Adenyl- 
siiure aus Hefenucleinsiiure bleibt dann die Méglichkeit der Stellung 
des Phosphorsiiurerestes am 2- oder 3-Kohlenstoffatom der Ribose, 
wobei der Stellung 3 die gréBere Wahrscheinlichkeit zukommt, 
nachdem Levene die Formel der Guanylsiiure aus Hefenuclein- 
siure endgiiltig als die einer Guaninfuranribosid-3-phosphorsiure 
festgestellt hat.*) 


1) Drury und St. Gydérgyi, J. of Physiol. 68, 213 (1929). 
2) Biochem. Z. 252, 392 (1932). 8) J. of biol. Chem. 65, 31 (1925). 
*) J. of biol. Chem. 95, 155 nnd 98, 9 (1932). 
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Die experimentellen Befunde von Klimek und Parnas hatte 
ich nach ihrer Veréffentlichung nachgepriift und bestitigen kénnen. 
Da inzwischen von Steudel') andere Ergebnisse veréffentlicht 
wurden, habe ich die Versuche nochmals wiederholt. Es ist mir 
dabei niemals gelungen, mit der Adenylsiure aus Hefenucleinsiure 
die blaue Komplexsalzlésung zu erhalten. Auch mit einigen der 
anderen erwihnten Substanzen habe ich die Reaktion nachgepriift 
und dabei z. B. mit Adenin nie eine blaue Lésung erzielen kénnen, 
mit Veronal nur bei ganz bestimmtem Molverhiltnis der Reagentien 
eine unbestiindige Blaufarbung. Da es wohl bei der Reaktion auf 
die Einhaltung ganz bestimmter Bedingungen ankommt, gebe ich 
im folgenden die Versuchsanordnung an, mit der ich immer ganz 
eindeutige Ergebnisse erhalten habe. 

Je 50 mg der zu priifenden Substanzen werden in 2 ccm 
n-Natronlauge gelést und mit 0,5 ccm einer 10°/,igen Kupfer- 
sulfatlésung versetzt. Man schiittelt gut durch und laBt absitzen. 
Die iiberstehende Flissigkeit ist beim Versuch mit Muskeladenyl- 
siiure intensiv blau gefarbt. Bei Hefeadenylsiure, sowie bei Adenin, 
Theobromin, Veronal und Kreatin war die Lésung vdllig farblos, 
bei Hefenucleinsiure — wohl infolge eines geringen Eiweib- 
gehaltes (Biuretreaktion) — ganz schwach violett gefirbt. 

Es steht also wohl fest, daB die Angaben von Klimek und 
Parnas und die daraus gezogenen Folgerungen durchaus zu Recht 
bestehen. 

Mit Hilfe der angefiihrten Unterscheidungsreaktionen ist nun 
also die Identifizierung eines Adenylsiurepriiparates in einwand- 
freier Weise méglich, und ich habe diese Reaktionen auf Adenyl- 
siurepriparate angewandt, die aus dem Nucleoproteid des Pan- 
kreas und aus dem Protoplasma der Hefe hergestellt waren. 


Hefeadenylsaure aus Pankreas. 


Eine Pentoseadenylsiure wurde schon im Jahre 1924 von 
Jones und Perkins’) aus dem Nucleoproteid des Pankreas ge- 
wonnen. Ich habe diese Arbeit nachgepriift, um festzustellen, 
welche der beiden Adenylsaéuren hier vorliegt, und es hat sich er- 
geben, da8 es sich um Hefeadenylsiure handelt. Ich habe diesen 
Beweis gefiihrt durch Vergleichung des Schmelzpunktes, der Fur- 
furoldestillation, des Verhaltens gegeniiber Muskeldesamidase und 
des physiologischen Verhaltens, ebenso auch mit Hilfe der Reaktion 
nach Klimek und Parnas. 


1) Diese Z. 216, 77 (1933). 2) J. of biol. Chem. 62, 291 (1924—25). 
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Muskeladenylsaure aus Hefe. 


DaB die bisher als tierische Adenylsiure angesprochene 
Muskeladenylsiiure auch in der Hefe vorkommt, war durch die 
physiologischen Befunde von Drury und St. Gyérgyi') sowie 
von Lohmann?) wahrscheinlich gemacht. Die Isolierung bereitete 
bei der groBen Anzahl von Inhaltsstoffen der Hefe betrichtliche 
Schwierigkeiten, doch gelang es mir, ein Verfahren auszuarbeiten, 
das mit Sicherheit und mit verhiltnismibig guten Ausbeuten zu 
der krystallisierten Substanz fiihrt. Diese wurde eindeutig mittels 
der oben erwihnten Reaktionen als Muskeladenylsiure identi- 
fiziert. Die Gewinnung der Muskeladenylsiure aus Hefe ist von 
besonderem Interesse im Hinblick auf die Eulerschen Arbeiten 
iiber Co-Zymase. Euler nimmt ja an, daB die Co-Zymase 
eine Adenylsiure ist, die mit Muskeladenylsiure sehr nahe ver- 
wandt sein mu, da er aus seinen reinsten Co-Zymasepriiparaten 
nach der Desamidierung Inosinsiure erhalten hat. 


Mit diesen Befunden diirfte wohl endgiiltig gezeigt sein, daB 
eine Unterscheidung und Benennung der Adenylsiure nach ihrem 
Vorkommen im Tier- und Pflanzenreich als irrefiihrend auf- 
gegeben werden sollte. Vielmehr steht m. EK. fest, dab die Unter- 
scheidung so zu trefien ist, daB die eine Adenylsiiure, seither als 
Hefe- oder h-Adenylsiiure bezeichnet, durch Spaltung aus den 
Polynucleotiden, also den Ribosenucleinsiiuren der Kernsubstanz, 
nicht nur der Hefe, sondern auch mancher tierischer Gewebe, 
mit Sicherheit des Pankreas, entsteht. Die andere, seither als 
Muskeladenylsiure bezeichnete Siure aber kommt frei oder als 
Adenosintriphosphorsiiure im Protoplasma vor und zwar sowohl 
im ‘Tier- als auch im Pflanzenreich. Diese Ansicht stimmt mit 
der von Parnas geiuBerten iiberein, seine Benennung der 
beiden Adenylsauren als Adenylsiiure einerseits und Adeninnucleotid 
andererseits scheint aber nicht ganz gliicklich gewihlt, da beide 
Bezeichnungen doch lingst als Synonyme gebraucht wurden. Da 
die rationelle Bezeichnung, fiir Muskeladenylsiure z.B. Adenin-furan- 
ribosid-5-phosphorsiiure, jedenfalls zu umstiindlich ist, méchte ich 
vorschlagen, die Benennung der beiden Adenylsiuren so zu 
findern, dai statt der Bezeichnung Hefeadenylsiure Synadenyl- 
siiure und statt der Bezeichnung Muskeladenylsiiure Ergadeny!- 
siure benutzt wird. 


') J. of Physiol. 68, 213 (1929. 2) Naturw. 17, 624 (1929). 








16 F. Lindner, Uber Muskeladenylsiure aus Hefe usw. 


Experimenteller Teil. 

Synadenylsiure aus Pankreas. Die Pankreasnucleinsiiure wurde 
nach Jorpes [Acta med. Scand. 68, 503 (1928)] aus dem P-Nucleo- 
proteid durch Fallen mit Bariumacetat und Zerlegen mit Salz- 
siure gewonnen. Die Spaltung in die Mononucleotide erfolgte 
mit Natronlauge von 1,25°/, im Brutschrank, die Gewinnung 
und Trennung der Mononucleotide nach Jones und Perkins 
iiber die Bleisalze. Es wurde in guter Ausbeute die krystallisierte 
Adenylsiiure erhalten. Die Siiure schmolz bei raschem Erhitzen 
bei 208°, mit Synadenylsiiure aus Hefe wurde keine Schmelzpunkts- 
depression erhalten, wohl dagegen mit Ergadenylsiiure. Bei der 
Destillation mit Salzsiiure nach Embden und Schmidt wurde im 
Destillat mit Anilin und Hisessig starke Rotfirbung erhalten. Die 
Reaktion nach Klimek und Parnas ergibt ein wasserhelles Filtrat, 
in dem sich keine Spur Kupfer nachweisen lie’. Durch Adenylsiure- 
desamidase wurde innerhalb der iiblichenVersuchszeit kein Ammoniak 
abgespalten. Die pharmakologische Untersuchung durch Herrn Dr. 
Riglerim hiesigen pharmakologischen Laboratorium (Blockmethode 
am Meerschweinchenherz) ergab Identitiit mit Synadenylsiure. 


Zur Analyse wurde im Vakuum bei 110° konstant getrocknet. 
10,582 mg Subst.: 66,60 mg P-Molybdat. — 6,290 mg Subst.: 1,05 cem N 


(20°, 755 mm). 
C,,H,,0,N,P Ber. N 20,18 P 8,94 Gef. N 19,32 P 9,14. 


Ergadenylsiure aus Hefe. 10 kg Biickerhefe werden mit Essig- 
ester plasmolysiert, das Plasmolysat wird in 15 Liter kochendes 
Wasser eingetragen, die Mischung durch Kinleiten von Dampf 
zum Sieden gebracht und dann rasch abgekiihlt. Man schleudert 
in der Sharpleszentrifuge ab, versetzt das klare Filtrat mit Calcium- 
hydroxyd in geringem UberschuB und erhitzt mehrere Stunden. 
Dann wird mit Oxalsiiure das Calcium, mit Barythydrat das an- 
organische Phosphat entfernt und die Adenylsiiure als Bleisalz 
ausgefillt. Man erhilt aus dem Rohprodukt nach den iiblichen 
Methoden leicht die reine Adenylsiure. Schmelzp. 200°, mit 
Ergadenylsiiure aus Muskel wird keine Depression erhalten. Bei 
der Destillation mit Salzsiiure nach Embden und Schmidt wird im 
Destillat keine Furfurolreaktion erhalten. Die Reaktion nach Klimek 
und Parnas ergibt eine tiefblaue Lisung. Die pharmakologische 
Priifung ergibt die Identitit mit Ergadenylsiure aus Muskel. 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 110° konstant getrocknet. 

10,006 mg Subst.: 61,32 mg P-Molybdat. — 4,495 mg Subst.: 0,764 cem N 


(22°, 751 mm). 
C,oH,,0,N,P Ber. N 20,18 P 8,94 Gef. N 19,42 P 8,90. 
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Weitere Untersuchungen iiber das Muskeltraining. 


Von 


Walter Seitz. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller-Stiftung. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1933.) 


Vor einigen Jahren nahmen Embden und Habs}), sowie 
Habs*) vergleichende chemische Untersuchungen an trainierten 
und untrainierten Muskeln vor, wobei sie tiefgreifende Unter- 
schiede fanden. 


Die Autoren trainierten Kaninchen dadurch, daB sie mindestens eine 
Woche lang das eine Hinterbein tiglich 3—10 Minuten lang durch fara- 
dische StromstéBe in Kontraktion versetzten, wiihrend die andere Seite in 
Ruhe blieb. Nach der letzten Reizung erholten sich die Tiere wihrend 
einiger Tage. Die bei der dann erfolgten Tétung erhobenen Be- 
funde waren auffallend. Der trainierte Muskel, es wurde nur der helle 
M. Bizeps femoris untersucht, zeigte eine dunklere Firbung als der un- 
trainierte der anderen Seite, was offenbar nicht auf seinen stiirkeren Blut- 
gehalt, sondern auf Vermehrung des roten Muskelfarbstoffes zuriickzufiihren 
war. Ferner war bei der Untersuchung unmittelbar nach dem Tod der 
Glykogengehalt des trainierten Muskels weitaus héher als jener des un- 
trainierten. Die Glykogenvermehrung betrug oft 100°/,, bisweilen stieg sie 
bis auf 200°,. 

Bei der chemischen Untersuchung der Muskeln in méglichst frischem 
Zustand konnten an der Hand der damals angewandten Methoden keine 
weiteren charakteristischen Unterschiede nachgewiesen werden. Doch 
fiihrte die vergleichende Priifung der biochemischen Leistungsfihigkeit des 


_ aus der trainierten und der untrainierten Muskulatur gewonnenen Breis zur 


Aufdeckung weiterer tiefgreifender Verschiedenheiten. Hierbei ergab sich 


_ im wesentlichen folgendes: Wurde der Brei einige Zeit bei niederer Tem- 


peratur aufbewahrt, so trat die bei der Aufbewahrung des Muskels regel- 
mibig zur Beobachtung gelangende Vermehrung der anorganischen Phos- 
phorsiiure auf der trainierten Seite weitaus langsamer in Erscheinung, und 
auch die Ammoniakbildung aus dem Adenylsiiurekomplex verlief im Brei 


aus trainierter Muskulatur viel triiger als in jenem aus untrainierter. 





1) Diese Z. 171, 16 (1927). 
*) Diese Z. 171, 40 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIII. 2 





18 Walter Seitz, 


Lebensfrische Muskulatur vermag nach iilteren Untersuchungen yon 
Embden und Lehnartz') unter Einwirkung von Fluorionen und bei 
Anwesenheit ausreichender Mengen von Glykogen Orthophosphorsiiure zum 
Verschwinden zu bringen, wobei — wenigstens primiir — Hexosephosphor 
siure entsteht. (Vgl. hieriiber auch eine jiingst erschienene Arbeit von 
Embden, Deuticke und Kraft).?) Beim Aufbewahren des Breis, bei 
seinem allmiihlichen Absterben, geht diese ,,Synthesefiihigkeit“ mehr und 
mehr verloren.*®) Die Untersuchungen von Habs ergaben nun, daB der 
Verlust an Synthesefaihigkeit beim Aufbewahren am untrainierten Muske! 
sehr viel rascher als am trainierten fortschreitet. 

Die vergleichende Verfolgung der Phosphorsiiure- und Ammoniak 
bildung sowie der Synthesefihigkeit beim Aufbewahren des Breis aus 
trainierter und untrainierter Muskulatur wurde in den oben genannten 
Arbeiten auf Grund der Vorstellung vorgenommen, daB Ermiidung und 
Sterben zwei nahe miteinander verwandte Vorgiinge sind. Phosphorsiiure- 
abspaltung, Ammoniakbildung und fortschreitender Verlust der Synthese- 
fihigkeit sind jedenfalls gleichermaBen Begleiterscheinungen sowohl des 
Absterbens wie der Ermiidung. Wenn also wirklich Ermiidung und Sterben 
zwei wesensverwandte Vorgiinge sind, so durfte mit der Méglichkeit ge 
rechnet werden, daB die schwerer ermiidbaren trainierten Muskeln lang- 
samer sterben als die leichter ermiidbaren untrainierten. 

Schon Embden und Jost*) waren auf Grund ihrer Untersuchungen 
zu der Anschauung gelangt, da8 die synthesebegiinstigende Wirkung be- 
stimmter Ionen durch Beeinflussung des kolloidalen Zustandes der bei der 
Synthese wirksamen Fermente oder ihrer Begleitstoffe erfolge. Als Ur- 
sache des irreversiblen Verlustes der Synthesefihigkeit beim Absterben, 
sowie ihrer reversiblen Verminderung bei der Ermiidung wurden von den 
genannten Autoren Kolloidzustandsiinderungen angenommen. Deuticke?) 
sowie Deuticke und J. Hensay®) konnten alsdann zeigen, daf in der Tat 
dem verschieden raschen Verlauf der Synthesefiihigkeit beim Aufbewahren 
des gleichen Muskelbreis unter verschiedenen Bedingungen verschieden 
starke Léslichkeitsiinderungen an den MuskeleiweiBkérpern entsprechen. 
Ebenso fanden sie bei der Ermiidung eine der fortschreitenden Minderung 
der Synthesefiihigkeit parallel verlaufende Anderung der Proteinléslichkeit. 

Nunmehr lagen Untersuchungen dariiber nahe, ob am Brei 
aus trainierter Muskulatur entsprechend dem langsameren Ver- 
luste seiner Synthesefihigkeit auch die charakteristischen Ande- 
rungen der HiweiBléslichkeit langsamer auftreten als am Brei aus 
gleichartiger, untrainierter Muskulatur. Auf Veranlassung von 
Herrn Prof. Embden habe ich vor allem diese Frage untersucht. 

1) Diese Z. 134, 243 (1924). 

2) Klin. Wschr. 12, 213 (1933). 

8) A. Abraham u. P. Kahn, Diese Z. 141, 161 (1924). 

4) Dtsch. Med. Wschr. 1925 Nr. 16; Diese Z. 165, 224 (1927); Embden, 
Klin. Wschr. 1927 Nr. 14 u. 1929 8S. 913. 

5) Pfliigers Arch. 224, 1 (1930). 

6) Pfliigers Arch. 224, 44 (1930). 





| 














nm von 
id bei 
e zum 
sphor- 
it von 
Ss, bei 
r und 
iB der 
Luske] 


oniak 
Ss aus 
unnten 
y und 
siiure- 
these- 
il des 
terben 
‘it ge 
lang- 


ungen 
ig be- 
ei der 
is Ur- 
erben, 
n den 
cke®) 
or Tat 
ahren 
ieden 
chen. 
erung 
hkeit. 
Brei 
7 
Ver- 
nde- 
i aus 

Von 
ucht. 


yden. 





it 





Weitere Untersuchungen iiber das Muskeltraining. 19 


Ferner untersuchte ich, ob durch oft wiederholte, ibermiBige 
Reizung der Muskulatur die fiir den trainierten Muskel charak- 
teristischen Veriinderungen im chemischen und biologischen Ver- 
halten etwa ausbleiben oder gar in das Gegenteil verkehrt werden 
kénnen. Ich suchte also am Muskel einen dem Ubertraining 
entsprechenden Zustand zu erreichen. In meinen T'rainings- und 
Ubertrainingsversuchen wurden neben dem Verhalten der Kiweib- 
lislichkeit auch die Abnahme der Synthesefiihigkeit sowie der 
Verlauf der Ammoniakabspaltung verfolgt. Durch eine so rasch 
wie mdglich nach dem Tode vorgenommene vergleichende Gly- 
kogenbestimmung stellte ich in allen Fallen fest, ob sich der fiir 
den trainierten Muskel charakteristische Mehrgehalt an Glykogen 
nachweisen heb. 


Methodisches. 


{ntsprechend den Versuchen von Embden und Habs verglich ich 
stets nur die rechte und die linke Seite des gleichen Tieres, wobei immer 
die rechte Seite durch oft wiederholte faradische Reizung zu_ kriiftiger 
Muskeltitigkeit gebracht wurde. Ich richtete mich hierbei genau nach den 
Vorschriften von Embden und Habs. Die tiigliche Trainingsdauer betrug 
5—10 Minuten, in den Ubertrainingsversuchen bis zu 10 Stunden. 

Vor der Tétung wurden die Tiere 3—4 Tage in Ruhe gelassen. Die 
Tétung geschah mittels Entblutung aus den HalsgefiBen. Die mit Hilfe 
eines Assistenten vorgenommene gleichzeitige Priiparation der beiderseitigen 
Bizepsmuskeln des Oberschenkels beanspruchte durchschnittlich ungefihr 
3 Minuten. Von beiden Muskeln wurde ein méglichst gleichartiges, etwa 
2—3 g schweres Stiick in ein mit fliissiger Luft gefiilltes DewargefiB ge- 
worfen. An dem aus diesem Material durch Zerkleinern in fliissiger Luft 
gewonnenen Pulver wurden die Glykogenbestimmungen und einige andere 
Analysen vorgenommen. 

Der iibrig bleibende Hauptteil der beiden Muskeln wurde sofort 
auf eine eisgekiihlte Glasplatte gebracht und durch Zerschneiden mit 
der Schere aus jedem der Muskeln ein méglichst gleichmiéBig durch- 
mischter Brei hergestellt. Der Brei wurde in zwei weite, mit Gummi- 
stopfen verschlieBbare Gliser gebracht, die in ein GefiB mit flieBendem 
Leitungswasser (Temperatur ungefihr 14°) versenkt wurden. In regel- 
miBigen Zeitabstiinden wurden Proben davon zur Bestimmung der Eiweib- 
léslichkeit, der Synthesefihigkeit und des Ammoniakgehaltes entnommen. 
Die erste Untersuchung an diesem Material wurde 15—30 Minuten nach 
dem Tode ausgefiihrt, die weiteren erfolgten fiir die EiweiBléslichkeit und 
den Ammoniakgehalt in kiirzeren Abstiinden als fiir die Synthesefihigkeit. 

Zur Bestimmung der EiweiBléslichkeit und des Ammoniakgehaltes 
entnahm ich stets gleichzeitig die notwendige Menge Muskelbrei und brachte 
ihn sofort in fliissiger Luft zum Erfrieren. Von dem durch Zerkleinern in 
dfters beschriebener Weise erhaltenen Muskelpulver verwandte ich den 
einen Teil zur Ammoniakbestimmung, den anderen zur Untersuchung der 


EiweiBléslichkeit. 
)* 


_ 











20 Walter Seitz, 


Die fiir die Ammoniakbestimmung benétigten Mengen des Muskel- 
pulvers wurden zur Abtétung des ammoniakbildenden Fermentsystems in der 
von Embden, Carstensen und Schumacher!) beschriebenen Weise in 
vorgewogene GefiBe, welche stets 10 cem Salzsiiure von 2,7°/, enthielten, 
eingetragen. Die Salzsiiurekonzentration wurde so hoch gewiihlt, weil nach 
im hiesigen Institut gemachten Erfahrungen das ammoniakbildende Ferment- 
system im Kaninchenmuskel durch 1°/,ige Salzsiiure nicht so rasch wie 
im Froschmuskel zerstért wird. Die fiir die erste Ammoniakbestimmung 
verwandte Menge des Muskelpulvers lag zwischen 2 und 3 g, fiir die spiiteren 
Ansiitze konnte sie angesichts des fortschreitenden Anstiegs des Ammoniak- 
gehaltes geringer gewiihlt werden. Beziiglich aller weiteren Einzelheiten 
der Ammoniakbestimmung kann ich ganz auf die Angaben der eben ge- 
nannten Autoren verweisen. Die iibrigens immer weitgehend iiberein- 
stimmenden Leerwerte wurden fiir jeden Apparat tiglich neu bestimmt. 
Der Titerverlust der verwandten n/300-Siiure betrug im Hauptversuch in 
der Regel 2—3 cem. 

Fiir die Bestimmung der Eiweiflislichkeit benutzte ich stets eine an- 
niihernd gleiche Menge (in den friiheren Versuchen 0,5 g, in den spiiteren 
0,4 g) Muskulatur. Die notwendige Menge Muskelpulver wurde in das vor- 
gewogene Gefi8 mit der Extraktionsfliissigkeit zunichst grob eingewogen. 
Nach dem Durchmischen, das wie bei der Vorbereitung der Ammoniak- 
bestimmung durch schwenkende Bewegungen erfolgte, nahm ich die genaue 
Wigung vor. Die Abweichung von den genannten Werten fiir die Muskel- 
menge betrug héchstens 0,01 g. Die Menge der Extraktionsfliissigkeit ent- 
sprach mit 30 cem den neuesten Angaben Deutickes.*) Sie bestand aus 
dem von diesem Autor beschriebenen kaliumjodidhaltigen Natriumphosphat- 
puffergemisch vom py 7,2. Auch beziiglich der Dauer der Extraktion, der 
nachherigen Filtration sowie bei der gesamten weiteren Verarbeitung 
richtete ich mich ganz nach den Angaben des eben genannten Forschers. 
Der Gehalt an geléstem EKiwei8 wurde auch in meinen Versuchen als 
Differenz des Gesamtstickstoffs und des Reststickstofts ermittelt. 

Zum Syntheseversuch wurden annihernd 2g Muskulatur in vor- 
gewogene Kdélbchen mit 10 ccm einer n/10-Natriumfluoridlésung, die 2°/, 
Natriumbicarbonat und 0,5°/, Glykogen enthielt, eingebracht. Die Fliissig- 
keit blieb nach genauer Ermittelung des Muskelgewichtes 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen. Der Syntheseversuch wurde dann durch Schenck- 
fillung unter Zusatz von 10 ccm 4°/,iger Salzsiure und 10 ccm 5°/,iger 
Quecksilberchloridlésung unterbrochen, und am nichsten Tage die anorga- 
nische Phosphorséiure in gemessenen aliquoten Teilen des mit Schwefel- 
wasserstoff entquecksilberten Filtrats gravimetrisch als Strychninphospho- 
molybdat bestimmt. 

Bei der Bestimmung des Glykogens im Sofortansatz richtete ich mich 
nach den Angaben von Embden und Habs. 

Kontrollversuche an den beiderseitigen Muskeln untrainierter Tiere 
ergaben fiir siimtliche Methoden gut tibereinstimmende Resultate. 

Um angesichts des verschiedenen Glykogengehaltes trainierter Muskeln 
die Analysenergebnisse einwandfrei vergleichen zu kénnen, wurden sie re- 


') Diese Z. 179, 190ff. (1928). 
2) Diese Z. 210, 99 (1932). 
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duziert auf glykogenfreie Muskulatur. War der Wassergehalt auf beiden 
Seiten verschieden, so wurde der Berechnung das arithmetische Mittel der 
beiden Werte zugrunde gelegt. Die zu diesem Zweck vorgenommenen 
Trockengewichtsbestimmungen ergaben auch in meinen Versuchen fiir den 
trainierten Muskel einen héheren Gehalt an ‘Trockensubstanz. 


Versuchsergebnisse. 

Die untenstehende Tab. I faBt das Krgebnis der vergleichen- 
den Untersuchungen an trainierten und untrainierten Muskeln 
zusammen. Aus den Vertikalreihen 2 und 3 geht das Verhalten 
der KiweiBléslichkeit im untrainierten und im trainierten Muskel 
zu den verschiedenen in Reihe 4 angegebenen Zeiten hervor. In 
ganz entsprechender Weise sind die Ergebnisse der Bestimmungen 
der Synthesefihigkeit in den Reihen 5 und 6 fiir den untrainierten 
und den trainierten Muskel verzeichnet. Der Zeitpunkt des 
Beginns der einzelnen Syntheseversuche nach der Tétung des 
Tieres geht aus Reihe 7 hervor. Die Reihen 8 und 9 geben in 
analoger Weise den Verlauf der Ammoniakbildung im Muskelbrei 
wieder. Aus den Reihen 11 und 12 schlieBlich ist der méglichst 
rasch nach dem Tode bestimmte Glykogengehalt fiir die beiden 
Muskelarten ersichtlich. 

Man sieht, ganz entsprechend den Angaben von Embden 
und Habs’), daS in allen Versuchen der Glykogengehalt des 
trainierten Muskels weitaus héher als der des untrainierten ist. 
Wihrend er im untrainierten Muskel (Reihe 11) mit Ausnahme 
von Versuch 3 weit unter 1°/, gelegen ist, erreicht er auf der 
trainierten Seite, mit Ausnahme von Versuch 7, iiberall Werte 
von tiber 1°/,. Ofters war der Glykogengehalt des trainierten 
Muskels doppelt so hoch wie der des untrainierten, oder er 
erreichte noch héhere Werte. Nur in Versuch 7, in dem ein 
junges Tier (von etwa 3 Monaten) verwandt wurde, war der An- 
stieg des Glykogengehaltes beim Training weitaus geringfiigiger, 
was tibrigens einer bereits von Embden und Habs an einem 
Jungtier gemachten Erfahrung entspricht. 

Auch die Abnahme der Synthesefaihigkeit zeigt die charakte- 
ristischen, bereits von Habs beschriebenen Unterschiede, sie er- 
folgte weit langsamer auf der trainierten Seite, nur traten in 
meinen Versuchen, in denen ausnahmslos die Aufbewahrung des 


') Diese Angaben wurden von Hoffmannu. Wertheimer [Pfligers 
Arch. 216, 337 (1927)] sowie von Procter u. Best [Amer. J. Physiol. 97, 
552 (1931)] bestiitigt. 
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Tabelle L. 
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g | 0,969/1,023 | 8 | 
0,933 | 0,999 | 9 | 
A ’ (hess Dee | 
8.9. | 0.912 0,990 15 | ell ie 
19382 | 0,921/0,968 | 30 | | a | | | 
g | 1,153) 1,132 3 | | | 
1,097 | 1,124 9 | ao ae 
3. 6. - t I, 
36. 1 1090 / 1,120) 15 | — | 
1932 1,002. 1,002 30 | | 
*) Tigliche Trainingsdauer 4 Stunden. **) Jungtier von etwa 3 Monaten. 
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Muskelbreis vor Anstellung der Syntheseversuche bei 14° erfolgte, 
wihrend sie in den meisten Versuchen von Habs auf der eis- 
gekiihlten Platte geschah, die Unterschiede in der Synthesefihig- 
keit noch rascher und deutlicher in Erscheinung. So sank in 
Versuch 2, in dem so bald wie méglich verarbeiteten Ansatz 
(Reihe 5 und 6, oberste Kolonne), die gravimetrisch bestimmbare 
Phosphorsiure beiderseits auf wenig mehr als 0,04°/, H,PO, ab. 
Noch niedriger und ebenfalls beiderseits gleich war der Phosphor- 
siureendwert in dem nach 2 stiindiger Aufbewahrung des Breis 
angesetzten Versuch. Aber schon in dem nach 4 Stunden ver- 
arbeiteten Ansatz ist die Synthesefibigkeit im untrainierten 
Muskel stiirker geschwicht als im trainierten, und auch noch nach 
8 stiindiger Aufbewahrung des Breis bleibt dieser Unterschied 
erhalten. 

Ahnlich verhalten sich auch die iibrigen Versuche. Am stiirk- 
sten treten die Unterschiede in der Synthesefihigkeit des trainier- 
ten und untrainierten Muskels in Versuch 6 hervor, in dem die 
tiigliche Trainingsdauer gegeniiber einer solchen von 5—10 Minuten 
in allen iibrigen Versuchen der Tab. I nicht weniger als 4 Stunden 
betrug, und wo auch die auf den Muskel berechnete Glykogen- 
zunahme am gréBten war. Der erste vergleichende Synthesever- 
such wurde hier nach 4stiindiger Aufbewahrung des Muskelbreis 
angesetzt. Auf der trainierten Seite sank die Phosphorsiure auf 
auf 0,075°/, ab, auf der untrainierten Seite betrug der Endwert 
fast das Doppelte. Auch nach 6, 8, ja selbst nach 10 Stunden 
ist noch keine erhebliche Minderung der Synthesefihigkeit auf 
der trainierten Seite eingetreten. Wéahrend der nach 10 stiindiger 
Auftbewahrung gefundene Phosphorsiiureendwert auf der trainierten 
Seite nur 0,077°/, war, betrug er auf der untrainierten Seite 
0,393 °/,, d. h. auf der untrainierten Seite war zu dieser Zeit die 
Synthesefihigkeit bereits vollkommen erloschen. 

Gerade so deutlich wie an Hand der Synthesekurve kommt 
auch in der verschiedenen Geschwindigkeit der Ammoniakbildung 
der Unterschied im biologischen Verhalten des trainierten und 
untrainierten Muskels zum Ausdruck, nur tritt er nach sehr 
viel kiirzerer Zeit als bei den Syntheseversuchen in die Erscheinung. 
So betriigt z. B. in Versuch 1 der Ammoniakgehalt des Muskelbreis 
nach 30 Minuten auf der untrainierten Seite etwa 2,1 mg-°/, (Reihe 8), 
auf der trainierten Seite nur 1,2 mg-°/, (Reihe 9). Nach 90 Minuten 
sind die entsprechenden Werte 10,6 und 6,8, nach 120 Minuten 
13,7 und 9,8. 
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In einem Teil der iibrigen Versuche sind diese Verschieden- 
heiten in der Geschwindigkeit der Ammoniakbildung noch deutlicher. 
Besonders augenfallig werden sie wieder in Versuch 6 mit tiiglich 
4stiindigem Training. Hier ist z. B. nach 120 Minuten der 
Ammoniakgehalt auf der trainierten Seite eben erst auf 5 mg-°/, 
angestiegen, jener auf der untrainierten Seite hat dagegen schon 
13 mg-°/, erreicht. Am geringfiigigsten sind auch diese Ver- 
schiedenheiten in Versuch 7 entsprechend dem Verhalten des 
Glykogens und der Synthesefihigkeit. 

Die Vermutung, daB das so verschiedenartige biologische 
Verhalten des Breis aus trainierter und untrainierter Muskulatur 
auch in einer yerschieden raschen Anderung der EiweiBlislichkeit 
beim Aufbewahren des Breis zum Ausdruck kommen mite, 
bestitigte sich, Aus den Reihen 2 und 38 ergibt sich, daB die so 
rasch wie méglich nach dem Tode bestimmte KiweiBléslichkeit aut 
der trainierten und untrainierten Seite keine charakteristischen 
Unterschiede aufweist. Bald wird im trainierten, bald im un- 
trainierten Muskel etwas mehr lésliches EiweiB gefunden. Die 
wesentlichen Differenzen zeigen sich auch hier erst nach dem 
Aufbewahren des Breis darin, daf ausnahmslos die Léslichkeit 
auf der trainierten Seite erheblich langsamer absinkt, wobei die 
Léslichkeitskurve im einzelnen recht verschieden verlaufen kann. 
In Versuch 4 z. B.ist die Léslichkeit von vornherein auf der trainierten 
Seite geringer als auf der untrainierten, sie sinkt aber auf der 
letzteren viel rascher ab, so daf sich schon nach 10 Minuten das 
Verhalten umgekehrt hat. Nach weiteren 20 Minuten hat sich 
die Léslichkeit auf der trainierten Seite kaum verindert, wihrend 
sie auf der untrainierten deutlich weiter vermindert ist. Zu diesem 
Zeitpunkt (30 Minuten nach Versuchsbeginn) erscheint der Unter- 
schied der Léslichkeit zugunsten des trainierten Muskels am 
groBten, und erst wahrend der letzten halbstiindigen Periode sinkt 
die Lislichkeit auf der trainierten Seite etwas stirker ab, doch 
ist sie auch am Ende des Versuchs noch erheblich gréBer als auf 
der untrainierten, Aus Versuch 5 geht deutlich hervor, dai die 
zu Beginn auf beiden Seiten sehr iihnliche Eiweibliéslichkeit wihrend 
der ersten Stunde auf der trainierten Seite weniger absinkt. Im 
Verlauf der 2. Stunde vermindert sie sich im trainierten Muskel 
weiter, im untrainierten kann man aber schon deutlich den Wieder- 
anstieg der Léslichkeit erkennen, der bei liingerer Aufbewahrung 
von Muskelbrei nach Deutickes von mir bestitigten Beobachtungen 
regelmibig eintritt. In Versuch 8 zeigt der trainierte Muskel 
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schon bei der Sofortuntersuchung einen erheblich héheren Gehalt 
an léslichem Eiwei8, und auch hier ist das langsamere Absinken 
wibrend der ersten Periode der Aufbewahrung deutlich. Die 
gréBten Unterschiede fanden sich wiederum in Versuch 6, in dem 
von vornherein die Eiweifléslichkeit auf der trainierten Seite 
weitaus gréBer als auf der untrainierten ist, nach 30 Minuten ist 
sie auf beiden Seiten annihernd gleich geblieben, um nach 
120 Minuten beiderseits abzusinken, doch bleibt der Léslichkeits- 
unterschied zwischen trainierter und untrainierter Muskulatur auch 
jetzt noch fast unverindert. 

Auch in Versuch 7 am Jungtier, in dem die Differenzen im 
Glykogengehalt, in der Geschwindigkeit der Ammoniakabspaltung 
und auch der Abnahme der Synthesefihigkeit nur gering waren, 
verliiuft die Abnahme der Léslichkeit auf der trainierten Seite 
zunichst viel flacher, wie im einzelnen aus den Reihen 2 und 3 
der Tabelle hervorgeht. Zum Schlu8 macht sich auch hier auf 
der untrainierten Seite der Wiederanstieg der Léslichkeit be- 
merkbar. 

Nur in Versuch 9, in dem neben der Léslichkeit leider nur 
der Glykogengehalt bestimmt wurde, ist das Verhalten der Ei- 
weiblislichkeit auf beiden Seiten sehr fhnlich, wenngleich sie 
wihrend der nach der ersten Untersuchung folgenden 6 Minuten 
auf der trainierten Seite weniger als auf der untrainierten absinkt. 

Im ganzen ergibt sich also, da bei der vergleichenden Unter- 
suchung des Breis aus trainierten und untrainierten Muskeln die 
Kurve der EKiweiBlislichkeit jener der Synthesefiihigkeit und der 
Ammoniakabspaltung entspricht. Ebenso wie die Synthesefihig- 
keit auf der trainierten Seite allmihlicher absinkt und die Am- 
moniakabspaltung langsamer erfolgt, ist auch die Verminderung 
der EiweiBléslichkeit auf der trainierten Seite verzégert. 

Nach den Feststellungen Deutickes kommt es bei der Auf- 
bewahrung von Muskelbrei unter verschiedenen ‘l'emperatur- 
bedingungen und ebenso bei stirkerer Muskelermiidung mit fort- 
schreitender Abnahme der Synthesefihigkeit zu immer stiirkerer Ab- 
nahme der Hiweifléslichkeit, und der auch in meinen vergleichenden 
Untersuchungen an trainierten und untrainierten Muskeln deutliche 
Parallelismus zwischen dem Verhalten der Eiweifléslichkeit und 
jenem der Synthesefihigkeit bildet eine weitere experimentelle 
Stiitze fiir den ursichlichen Zusammenhang beider Vorgiinge. 

Wenn es nach den von Habs und von mir gewonnenen Ver- 
suchsergebnisser méglich ist, durch miBiges Training die bio- 
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logischen Eigenschaften der Muskulatur so zu faindern, daB sie 
nach der Herausnahme aus dem Gesamtorganismus langsamer ab- 
stirbt, so konnte ich in weiteren Versuchen zeigen, daf durch 
iiberstarkes Training dessen Erfolg in sein Gegenteil verkehrt 
werden kann, daB es also gelingt, am Brei aus iibermaBig ge- 
reizter Muskulatur Erscheinungen nachzuweisen, die als der Aus- 
druck von Ubertraining angesprochen werden diirfen. 

Schon der Versuch 6 der T'ab. I, der, wie wir sahen, einen 
besonders starken Trainingserfolg zeigte, und in dem ich die 
Muskeln tiglich 4 Stunden reizte, wurde in der Hoffnung an- 
gestellt, ein solches Ubertraining zu erreichen. Ich gelangte aber 
erst zum Ziel, als ich die tigliche Trainingsdauer noch erheblich 
weiter ausdehnte. Die Ergebnisse von 4 Versuchen, in denen 
wihrend einer Woche die elektrische Reizung tiglich 6, 8 und 
10 Stunden lang erfolgte, sind in der Tab. Il zusammengestellt. 
Diesen Versuchen ist das in Versuch 6 der Tab. I erhaltene Resul- 
tat zum besseren Vergleich nochmals (als Versuch 1) vorangestellt. 

In Versuch 2 wurde taglich 6 Stunden gereizt. Wie aus den 
Reihen 11 und 12 hervorgeht, ist der Mehrgehalt an Glykogen 
auf der trainierten Seite sehr hoch. Auch das Verhalten der Ki- 
weiBléslichkeit entspricht im wesentlichen den in Tab. I mit- 
geteilten Ergebnissen (Reihen 2—4). 

Ebenso verliuft die Ammoniakbildung zuniichst auf der trai- 
nierten Seite langsamer als auf der untrainierten, doch verwischt 
sich der Unterschied nach kurzer Aufbewabrungszeit mehr und 
mehr. Wahrend er in Versuch1 mit tiglich 4 stiindigem Training 
nach 90 und 120 Minuten noch gewaltig ist, ist er zu den gleichen 
Zeiten in Versuch 2 schon fast verschwunden. 

DaB es sich hier nicht um zufillige, durch die Beschafien- 
heit der zu beiden Versuchen yverwandten Kaninchen bedingte 
Unterschiede handelt, geht aus dem Vergleich mit den nach tiig- 
lich 8—10 stiindiger Reizung gewonnenen Ergebnissen hervor. 

Im 8-Stundenversuch (Tab. Il, Versuch 3) ist nach 30 Mi- 
nuten noch eine geringe Verlangsamung der Ammoniakbildung 
auf der trainierten Seite erkennbar, doch ist diese schon nach 
60 Minuten ausgeglichen, und auch nach 120 Minuten ist der 
Ammoniakgehalt auf beiden Seiten gleich. 

In Versuch 4, dem ersten der beiden mit taglich 10 stiindiger 
Reizung vorgenommenen Versuche, ist zwar noch nach 60 Minuten 
der Ammoniakgehalt auf der untrainierten Seite etwas hoher, 
nach 90 Minuten hat sich das Verhiiltnis aber bereits umgekehrt 
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und nach 120 Minuten hat sich dieser Unterschied noch weiter 
verstirkt. DaB es sich hier wirklich um den Ausdruck einer bio- 
logischen Schidigung handelt, geht namentlich auch aus den 
Reihen 5 und 6 hervor, die den Verlauf der Syntheseversuche 
wiedergeben. Ebensowenig wie in den friiheren Versuchen ist bei 
méglichst rasch nach dem Tode erfolgender Untersuchung ein 
Unterschied erkennbar. Wihrend aber auf der untrainierten 
Seite nach 2 Stunden in Ubereinstimmung mit einer ofters ge- 
machten Erfahrung die Phosphorsiiure noch stiirker als bei Ver- 
wendung frischer Muskulatur absinkt, ist die Synthesefihigkeit 
auf der faradisierten Seite im Gegensatz zu siimtlichen bis dahin 
von Habs und von mir erhobenen Befunden schon stark ver- 
mindert. Auch nach 4stiindiger Aufbewahrung ist auf der iiber- 
trainierten Seite das Synthesevermégen erheblich schlechter als 
auf der ungereizten. 

Im 2. Versuch mit tiiglich 10 stiindiger Faradisierung (Ver- 
such 5, Tab. I) sind die Befunde ihnlich. Der raschere Ver- 
lauf der Ammoniakabspaltung tritt hier auf der gereizten Seite 
schon nach 60 Minuten in die Erscheinung, und die schlechtere 
Synthesefihigkeit des iibertrainierten Muskels ist bereits in dem 
sobald wie méglich angestellten Versuch zu beobachten. Sie nimmt 
bei Aufbewahrung des Muskelbreis noch rascher als in Versuch 4 
ab. Der Verlauf der hier ebenfalls bestimmten EiweiBléslichkeit 
(Reihen 2—4) ist auf beiden Seiten annihernd der gleiche. 

Wenn in den beiden Versuchen mit 10stiindiger Reizung 
auch auf der untrainierten Seite die Synthesefihigkeit auffallig 
rasch vermindert wird (in Versuch 4 tritt diese Verminderung erst 
nach 4 Stunden auf, in Versuch 5 ist sie schon nach 2 Stunden 
sehr ausgesprochen), so diirfte darin vielleicht ein Anzeichen da- 
fiir zu erblicken sein, da8 durch die iibermiBig lange fortgesetzte 
Reizung bereits eine Schidigung des Gesamtorganismus eingetreten 
war, die auch am ungereizten Muskel zum Ausdruck kam.') 





1) Vielleicht 1ibt sich auch die Tatsache, daB im Versuch 1, Tab. I, 
in dem die trainierte Muskulatur nach tiiglich 4 stiindiger Reizung ihre ur- 
spriingliche Synthesefiihigkeit iiber viele Stunden bewahrte, auf der un- 
trainierten Seite schon nach 4 Stunden der Syntheseversuch auffillig un- 
giinstig ausfiel und sich weiterhin sehr rasch verschlechterte, in dihnlicher 
Weise deuten. Hiernach wire also in Versuch 1, trotzdem die 4 stiindige 
Faradisierung zu einem besonders starken lokalen Trainingserfolge fiihrte, 
bereits eine im Verhalten der Muskulatur der untrainierten Seite zutage 
tretende Schiidigung des Gesamtorganismus eingetreten. 
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AufschluBreich ist auch eine vergleichende Betrachtung des 
Glykogens in den ,Ubertrainingsversuchen“, Wihrend die Ver- 
suche 1 und 2 mit 4 und 6 stiindigem tiaglichen Training eine 
sehr starke Vermehrung des Glykogens auf der trainierten Seite 
erkennen lieBen, ist diese Vermehrung in dem 8-Stundenversuch 
schon erheblich geringer, der fiir den trainierten Muskel bestimmte 
Wert liegt hier unter 1°/,, was in keinem der von mir an aus- 
gewachsenen ‘Tieren vorgenommenen Versuche der Tab. I der 
Fall war. In den Versuchen 4 und 5 schlieBlich mit 10 Stunden 
tiiglicher Trainingsdauer ist tiberhaupt kaum eine Vermehrung 
des Glykogens eingetreten. 

In den Versuchen 3 und 4 liegen iibrigens die Glykogen- 
werte auch auf der untrainierten Seite auffillig niedrig, was viel- 
leicht in ihnlicher Weise wie das Verhalten der Synthesefihig- 
keit in Versuch 1 der Tab. II durch eine Schidigung des Gesamt- 


organismus bedingt ist. 


Zusammenfassung. 


1. In Trainingsversuchen an Kaninchen wurde aufer einer 
Bestiitigung und Erweiterung der friiher im hiesigen Institut ge- 
wonnenen Ergebnisse festgestellt, daB am Brei aus den trai- 
nierten Muskeln eines Tieres bei der Aufbewahrung unter be- 
stimmten Bedingungen die Léslichkeit der EiweiBkérper sich 
wesentlich langsamer iindert, als am Brei des gleichen untrainier- 
ten Muskels der anderen Seite. Die Verinderungen in der Ki- 
weiBléslichkeit beim Stehen entsprechen im allgemeinen denen 
der Synthesefihigkeit und der Ammoniakabspaltung, was fiir 
einen inneren Zusammenhang der verschiedenen, untersuchten 
Vorgiinge spricht. 

2. Es gelang durch tiiglich iiber viele Stunden fortgesetzte, 
einseitige Reizung den Erfolg des Trainings in sein Gegenteil zu 
verkehren, also ein an der gereizten Muskulatur nachweisbares 
Ubertraining zu erzielen. 
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Uber die Reaktionen der Purinbasen 
mit Kupfersulfat und Alkali. 
Von 


R. Klimek und J. K. Parnas. 


(Aus dem Medizin.-chem. und Pharmazeut.-chem. Institut der Universitat Lwéw.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1933.) 


Unter den Substanzen, welche nach H. Steudel?) mit Kupfer- 
sulfat und iiberschiissigem Alkali eine blaue Lisung geben, werden 
Adenin, Xanthin, Guanin und Hypoxanthin genannt, und wir haben 
uns iiberzeugt, daB die Beobachtung von Steudel auch bei An- 
wendung schwacher Alkalimengen zutrifit. Das Verhalten des 
Adenins ist schon von Kriiger*) beschrieben worden. 

Aus dem Verhalten der genannten Purinbasen kénnte der 
Schlu8 gezogen werden, daB das unterschiedliche Verhalten der 
beiden Adeninnucleotide von uns mit Unrecht auf die Kohlehydrat- 
gruppe bezogen wird*‘), und dai es sich dabei um Reaktionen 
der Purinbasen handelt. Wir haben deshalb die Reaktionen der 
Purinbasen mit CuSO, und NaOH niher untersucht und sind zu 
einem Ergebnis gelangt, welches unsere friiheren Schliisse noch 
gefestigt hat. Es hat sich némlich ergeben, daB nur diejenigen 
Purinbasen (auch die natiirlichen Derivate des Xanthins und 
die chlorierten Purine) mit zweiwertigem Kupfer alkalilés- 
liche Komplexverbindungen geben, welche die 7-Stellung 
unbesetzt enthalten. Es geben ein blaues alkalilésliches Cu- 
Salz: Adenin, Guanin, Hypoxanthin, Xanthin, Trichlor- 
purin, Theophyllin (1,3-Dimethylxanthin). 

Ks geben mit CuSO, und NaOH keine blaue Lésung: 7-Methyl- 
adenin, Theobromin (3,7-Dimethylxanthin), Coffein (1,3,7-Tri- 
methylxanthin), 7-Methyl-2,6-Dichlorpurin. 

Es ergibt sich daraus der Schlu8, daB die Fahigkeit 
der Purinbasen zur Bildung einer alkaliléslichen Kupfer- 
oxydverbindung ausschlieBlich mit der Imidogruppe im 
Imidazolring zusammenhingt. Diese Reaktion ist fiir diese 
Gruppe durchaus spezifisch, anscheinend im Gegensatz zur Bildung 
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von Alkalisalzen und Silbersalzen, welche auch von Purinbasen 
mit besetzter 7-Stellung gebildet werden. Auf die bekannte T'at- 
sache, dai Coffein und Theobromin nicht in den Kriigerschen 
Kupferoxydulniederschlag iibergehen, sei in diesem Zusammenhang 
hingewiesen. 

Kine weitere Eigentiimlichkeit haben wir bei den alkalischen 
Kupferoxydlésungen der Purinbasen beobachtet. Wenn man zu 
einer solchen Lésung von Adenin, Theophyllin usw. vorsichtig 
Alkali zusetzt, bis sich der zuerst gebildete Niederschlag autgelést 
hat, und dann weiter 10°/, NaOH zusetzt, so entsteht ein neuer 
Niederschlag; dieser Niederschlag besteht aus Kupferhydroxyd, und 
dieses Kupferhydroxyd enthilt nur einen geringen Teil der Purin- 
basen. Ks wird die Purinbase aus ihrem Kupferhydroxydkomplex 
ebenso durch iiberschiissiges Alkali verdriingt, wie Ammoniak: 
denn aus einer Auflésung von Kupfersulfat im geringen Uberschub 
von Ammoniak wird durch NaOH ebenfalls Kupferhydroxyd gefallt. 

Auch in diesem Verhalten macht sich ein Unterschied gegen- 
iiber den Kupferkomplexverbindungen mit korrespondierenden alko- 
holischen Hydroxylgruppen geltend. 

Es wird heute angenommen, daf in den natiirlichen Nucleo- 
siden und Nucleotiden der Purinbasen die Kohlehydratgruppe 
mit der Iminogruppe des Imidazolringes verbunden ist.°) Man 
vermutet, daB es die Stellung 7 ist, wenn auch ein sicherer Be- 
wels, daB es nicht Stellung 9 ist, sich jetzt noch nicht fiihren 
liBt. Dies indert natiirlich nichts an den weiteren Erwiigungen. 
Wenn das eine von den beiden Adeninnucleotiden, die sich beide 
von demselben Adenosin ableiten und die Kohlehydratgruppe 
am Imidazolring tragen, die alkalilésliche Kupferkomplexverbindung 
bildet, so kann diese Reaktion nur auf die Kohlehydratgruppe 
bezogen werden, weil die Besetzung der Iminogruppe im Imidazol 
die Komplexbildung durch die Purinbasen ausschliebt. 


Experimentelles, 

Die angewandten Priparate waren teils natiirliche (Coffein, 
Theobromin, Guanin, Xanthin), teils synthetische: Theophyllin, 
(Boehringer), Adenin, Hypoxanthin, Trichlorpurin, 7-Methyl- 
adenin, 7-Methyldichlorpurin, nach E. Fischers Vorschriften von 
uns dargestellte reine Priparate. Die Versuche wurden so an- 
gestellt, daB 1/,,-molare Lésungen der Purinbasen mit so viel 


NaOH dargestellt wurden, daB Thymolphthalein gerade gebliut 








39 &.Klimek u. J. K. Parnas, Uber die Reaktionen der Purinbasen usw. 


wurde. Zu diesen Lisungen wurde 1 Aquivalent CuSO, hinzu- 
gefiigt und das Verhalten bei’ weiterem Zusatz von 1°/, NaOH 
beobachtet. Die Resultate sind oben zusammengestellt. 

Vom Theophyllin sei noch erwiihnt, daB es mit Kupfersulfat 
und NaOH (0,1 g Theophyllin mit 5 cem Wasser und 8 Tropfen 
10°/, NaOH mit 5 Tropfen 25°/, CuSO,- 5 H,O versetzt und stark 
geschiittelt) ein thixotropes Gel liefert, das sich beliebig oft durch 
Schiitteln verfliissigen l48t und wieder gelatiniert (erste Gelati- 
nierung nach etwa 8 Stunden, die niichsten nach etwa 10 Minuten). 
Mit KOH und CuSO, entsteht kein Gel. 

Die blaue Kupferreaktion des Theophyllins kann als Reaktion 
zur Unterscheidung des Theophyllins von Theobromin 
und Coffein dienen. Eine solche qualitative Reaktion fehlte 
bis jetzt. 
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Der EinfluB von Galle bei der Trypsinverdauung in vitro. 
Von 


H. J. Vonk, P. A. Roelofsen und C. Romijn. 
Mit 11 Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fiir vergleichende Physiologie der Reichsuniversitét Utrecht). 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. April 1933.) 





1. Einleitung. 

Der vorigen Untersuchung’) lagen folgende Erwigungen zu- 
grunde: Das p,-Optimum von Trypsin liegt fiir die meisten Sub- 
strate ungefaihr bei p,, 8. Trypsin kann nach den neueren An- 
schauungen?) nur auf negativ geladenes KiweiB wirken. Da nun 
nach Kugelmass’) der isoelektrische Punkt von Fibrin bei p,, 7 
liegt und der Darminhalt nach neueren Untersuchungen im Mittel 
etwa neutral reagiert und 6fters schwach sauer werden kann, 
fragte es sich, ob Faktoren zu finden sind, welche die Wirkung 
von Trypsin auf Fibrin bei p,-Werten <7 aktivieren kénnen. 
Ks stellte sich u. a. heraus, daB eine solche Aktivierung méglich 
war durch Zusatz bestimmter Konzentrationen von K,Fe(CN),, 
Taurocholat und Galle. Man kénnte sich vorstellen, daB diese 
Stoffe bei p,, 6 (wobei die meisten Versuche ausgefiihrt wurden) 
das EiweiB negativ aufladen, wihrend es sonst unter diesen 
Umstiinden positiv geladen ist. In der folgenden Arbeit sollte 
untersucht werden, ob derartige Aktivierungserscheinungen auch 
bei natiirlicheren Substraten, wie Rindfleisch, gefunden werden 
kénnen. Bei solchem undefinierten Stoff kann man von einem 
isoelektrischen Punkte natiirlich nicht sprechen, doch schien es 
erwiinscht, zu bestimmen, bei welchem p,, das Quellungsminimum 
lag. Es ergab sich, da die Lage dieses Minimums in hohem 
MaBe von der Anionenart des benutzten Puffergemisches ab- 
hiingig war. 





1) H. J. Vonk u. H. P. Wolvekamp, Diese Z. 182, 175 (1929). 

*) J.H. Northrop, J. gen. Physiol. 5, 263 (1923); Naturw. 11, 713 
(1923). 
5) I. M. Kugelmass, C. R. Soe. Biol. 87, 802 (1922); Arch. int. physiol. 
21, 139 (1923). 
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Da wir nun bei der Interpretierung der Versuche der 
vorigen Abhandlung von der Voraussetzung ausgegangen waren, 
daB der isoelektrische Punkt des Fibrins auch in den von uns 
benutzten Phosphatpuffergemischen bei p, 7 lige, war es er- 
winscht, zu priifen, ob das tatsiichlich der Fall war und somit 
die Deutung dieser Versuche aufrechterhalten werden kénnte 
oder nicht. Die hierzu angestellten Versuche’) ergaben, daB tat- 
siichlich auch beim Fibrin die Lage des isoelektrischen Punktes 
stark variiert bei Gebrauch von verschiedenen Puffergemischen. 
So lag er bei p, 3,7 in Mischungen von Biphthalat, bei 4,2 in 
Citrat, bei 5,3 in Essigsiure-Acetat, bei 5,8 in Phosphaten und 
bei 6,1 beim Gebrauch von Glykokoll mit HCl und NaOH. 
Wurde der p,, eingestellt blo® mittels kleiner Konzentrationen 
von HCl und NaOH, so lag das Quellungsminimum tatsiichlich 
bei 7, aber von 5 an verliuft die Kurve sehr wenig steil, so daf 
dieses Minimum sehr wenig definiert ist.*) Polyvalente Anionen 
und stark adsorbierbare organische Anionen erniedrigen somit 
den isoelektrischen Punkt des Fibrins sehr stark. Die kolloid- 
chemische Deutung dieser Ergebnisse wurde eingehend in der 
zitierten Arbeit des einen von uns besprochen, so da wir vor- 
liufig darauf verweisen kénnen. 

Die vorliegende Abhandlung bringt in erster Linie die Re- 
sultate der Versuche iiber die Aktivierung der Trypsinverdauung 
von den natiirlicheren Substraten Rindfleisch und Hechtfleisch 
durch K,Fe(CN), und Galle. Diese Versuche bestitigen fiir diese 
Substrate die Resultate, welche friiher mit Fibrin erhalten wurden. 

In der friheren Abhandlung wurden noch keine Versuche 
mit Fibrin bei alkalischer Reaktion ausgefiihrt. Fir den Einflui 
der Galle auf die EiweiBverdauung bei alkalischer Reaktion 
liegen einander widersprechende Wahrnehmungen vor. Zum Teil 
liegt das daran, daB bei alteren Versuchen die Wasserstoffionen- 
konzentration nicht konstant war und nicht bestimmt werden 
konnte. Zum Teil auch daran, daf nicht mit verschiedenen 
Gallenkonzentrationen gearbeitet wurde. 


Quagliariello*’) fand — ausgenommen in einem Versuch — keinen 
Einflu8 der Galle bei der Verdauung des Caseins. v. Firth‘) und Schiitz 





1) H. J. Vonk, Diese Z. 198, 201 (1931). 

?) Dies kann an schlechter Pufferung liegen, vielleicht auch an un- 
geniigender Reinheit des Fibrins. 

3) Biochem. Z. 28, 220 (1910). 

4) Hofm. Beitr. zur chem. Physiol. u. Path. 9, 28 (1907). 
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fanden einen geringen und wenig konstanten Einflu8 der Galle auf die 
Trypsinwirkung. Bei diesen Versuchen wurden noch keine py _beriick- 
sichtigt. Fir festes Eiwei8 und bei stark alkalischer Reaktion (pj, 11,5) 
stellte Ringer’) einen hemmenden Einflu8 von Galle und Na-Glykocholat fest. 
Waldschmidt-Leitz?) findet, daB die Galle bei pg 5,5 die Wirkung von 
Trypsin auf Gelatine hemmt und bei py 8,7 keinen EjinfluB darauf hat. 
Willstaitter und Persiel’) finden Natriumglykocholat bei py etwa 8 ohne 
jeden Einflu8. Diese Angaben widersprechen sich wohl dadurch, dab jeder von 
den verschiedenen Autoren nur mit einer Gallenkonzentration gearbeitet hat. 

Heller‘) fand im Anschlu8 an einige iltere Autoren, daB der Darm- 
inhalt beim Siiugling sauer reagiere und stellte sich deshalb die Frage, ob 
nicht die Galle bei saurer Reaktion einen aktivierenden Einflu8 auf die 
Trypsinverdauung haben kénnte*), zumal da LEiwei8spaltungsprodukte 
(Albumosen) ein starker Sekretionsreiz fiir Galle sind. Er arbeitete mit 
koaguliertem HiihnereiweiB bei py 4,0, 5,6, 6,6 und 8,0 aber nur mit einer 
Gallenkonzentration (1 auf 20 Wasser). Bei jedem dieser Werte fand er 
Aktivierung, diese war am kriiftigsten bei py 6,6. Er sah auch, daB das 
Triibungs- oder Flockungsoptimum fiir Casein durch Galle von py 4,6 nach 
py 3,8 verschoben wurde. Fiir die Caseinverdauung durch Trypsin hatte die 
Galle eine stark aktivierende Wirkung bei py 4,6, 5,1 und 5,6; bei py 6,0 
war die Aktivierung nur gering; bei py 7,6 war sie in eine schwache 
Hemmung umgeschlagen. Letzteres Resultat stimmt nicht tiberein mit dem 
von Heller an HiihnereiweiB gewonnenen. Auch hier wurde noch nicht 
mit verschiedenen Gallenkonzentrationen gearbeitet. 

Erwihnen wir noch, daB Zuntz®) eine fordernde Wirkung der Galle 
auf die Fibrinverdauung gefunden hat. Bruno’) kam zum gleichen Re- 
sultat. Er hat mit Galle in verschiedenen Verdiinnungen gearbeitet und 
fand die Verdiinnung von '/,—'/, am giinstigsten. Doch konnte in dieser 
Zeit der Séiuregrad noch nicht konstant gehalten werden, so dab die Re- 
sultate wenigstens zum Teil durch py-Verschiebungen bedingt sein kénnen. 


Neben den Versuchen mit natiirlicheren Substraten bei saurer 
Reaktion lag es also nahe, fiir die hier gebrauchten Substrate 
die erwihnten Unstimmigkeiten iiber den EinfluB der Galle bei 
alkalischer Reaktion zu beseitigen. Weiter bieten Versuche an 
der alkalischen Seite die Méglichkeit, nochmals die von Ringer‘) 


1) Diese Z. 116, 107 (1921); 124, 171 (1922). 
*) Diese Z. 132, 181 (1924). 8) Diese Z. 142, 245 (1925). 
4) Jb. Kinderheilk. 98, 129 (1922). 
’) Da diese Arbeit nicht in einer physiologischen Zeitschrift erschienen 
war, ist sie in der physiologischen Literatur und in Handbiichern noch zu 
wenig beachtet worden; sie war uns beim Erscheinen unserer ersten Ab- 
handlung iiber dieses Thema (1929) noch unbekannt. 

6) Arch. f. Anat. u. Physiol. (Physiol. Abt.) 1900, S. 380. 

’) Arch. des science. biol. 7, 87 (1899). 

*) Fiir Pepsin: Diese Z. 95, 195 (1915); Arch. néerl. de physiol. 2, 
571 (1918); 3, 349 (1919); Kolloid.-Z. 19, 253 (1916); fiir Trypsin: Diese Z. 
116, 107 (1921); 124, 171 (1923); fir Papain: W. E. Ringer u. B. W. Grut- 
terink, Diese Z. 156, 275 (1926). 
3* 
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entwickelte Anschauung zu priifen, dab EiweiBstoffe, welche sich 
in Wasser nicht kolloidal lésen, von Trypsin (und Pepsin) parallel 
ihrem Quellungszustande angegriffen werden. Wir unternahmen 
an der alkalischen Seite zuerst die Verdauungsversuche und 
fanden, daB bei héheren Konzentrationen von Galle die Ver- 
dauung von Fibrin, Rindfleisch und Hechtfleisch durch Galle ge- 
hemmt wird. Fir Fibrin wurde dann die Quellung bei verschie- 
denen Konzentrationen von Galle bestimmt. Bei hdheren Kon- 
zentrationen wird die Quellung herabgesetzt im Vergleich zu 
Liésungen beim gleichen p,, ohne Galle. Das nimliche trifft zu 
fir die Verdauung und Quellung von Fibrin in Gegenwart von 
gelbem Blutlaugensalz. 

Bevor wir diese Versuche beschreiben, erwihnen wir zuerst 
einige Experimente tiber die Bestimmung des p,,-Optimums von 
Trypsin fir Rindfleisch und zur Bestimmung des Quellungs- 
minimums von Rindfleisch. 


2. p,,-Optima und Quellungsminima der verschiedenen Substrate. 


Die Lage des Quellungsminimums fir Fibrin haben wir in 
der Einleitung schon besprochen.') Fiir sein p,-Optimum ver- 
weisen wir u. a. auf die Arbeiten von Ringer (zit. FuBn. 8. 35) 
und auf die Abhandlungen des einen von uns mit H. P. Wolve- 
kamp?) und mit A. Heyn.*) Es wurde in den beiden letzteren 
Abhandlungen gefunden, da8 es bei der Trypsinwirkung auf Fibrin 
zwei Optima gibt, das eine (kleinere) bei p,, 8, das zweite (héhere) 
bei p,, 11,3. Das héhere Optimum wird bei liingerer Versuchsdauer 
nicht nennenswert nach niederen p,,-Werten verschoben. Bei 
kurzer Wirkungsdauer findet man nur das héhere Optimum; fiir 
das kleinere Optimum sind die Wirkungswerte dann zu gering, 
um sich in der Kurve auszuprigen. Das hédhere Optimum ist 
dasjenige, das bei Ringers Versuchen gefunden wurde. 

Zur Bestimmung des py-Optimums fiir die Wirkung von Trypsin auf 
Rindfleisch wurde fettfreies Rindfleisch (Beefsteak) feingeschnitten, mit Lei- 
tungswasser und mit destilliertem Wasser extrahiert, getrocknet, feingepulvert 
und gesiebt. In der Weise erhilt man, wie fiir unsere friiheren Versuche 
mit Fibrin angegeben wurde, verschiedene Fraktionen mit ziemlich gleich- 
miBiger KérnergréBe. Die Kérner der verwendeten Fraktion waren un- 


gefihr 0,5 x 05mm. Das gleiche Produkt wurde fiir die spiteren Ver- 
dauungs- und Quellungsversuche benutzt. Bestimmt wurde das Gewichts- 





1) H. J. Vonk, Diese Z. 198, 201 (1931). 
2 Vonk u. Wolvekamp, a.a. QO. Dorit iiltere Literatur. 
5) Diese Z. 184, 169 (1929). 
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prozent einer bestimmten Substratmenge, welches in der betreffenden Zeit 
bei einem bestimmten py, verdaut wurde. Die Methode zur Bestimmung 
der Verdauung war die gleiche, die in der vorigen Abhandlung') fiir Fibrin 
beschrieben wurde. 

Das Optimum liegt fiir Rindfleisch, wie aus Fig. 1 ersichtlich 
ist*), bei p,, 8, also unweit des Optimums fiir Fibrin. Es ist 
méglich, daB bei héheren p,,-Werten noch ein zweites Optimum 
auftreten kann, doch haben wir das nicht weiter untersucht. 
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Fig. 1. 


p,-Optimum der Trypsinwirkung auf Rindfleisch. 250mg Substrat, 10ccm 1/15 m-Phos- 
phatpuffer, 10 ccm 1/20°/,ige Pankreatinlésung. Verdauungszeit : 2 Stunden. Temperatur 
37°. Vorquellung des Substrats in Puffer 20 Minuten. p,;; am Ende elektrom. bestimmt. 


©) Nicht korrigierte Werte; x Werte der Blankoversuche; 
A korrigierte Werte; Z\ graphisch korrigierte Werte. 

Fig. 2 bringt die Resultate der Quellungsversuche mit Rind- 
fleisch in Biphthalatpuffern. Die Methode findet man beschrieben 
in der Abhandlung iiber die Quellung des Fibrins. Die Kurve 
zeigt ein Minimum bei ungefihr p,, 3—3,7. Die p,,- Werte 
sind diejenigen beim Anfang des Versuchs. Da aber im Laufe 
des Versuchs nicht unbetrichtliche Verschiebungen auftreten 
(welche nur fiir 2 Punkte und nach 24 Stunden bestimmt wurden), 
wird dieses Minimum etwas hiéher liegen; also stimmen die Re- 
sultate ungefihr mit denen fir Fibrin iiberein. Einige vorliufige 





1) Vonk u. Wolvekamp, a. a. O. 
®) Fiir die exakte und deutliche Ausfiihrung der Figuren nach unseren 


Skizzen, sind wir Herrn Dr. K. Mansour aus Cairo zu bestem Dank verpflichtet. 
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Versuche mit Rindfleisch in anderen Puffergemischen und mit 
Hechtfleisch wurden nicht weiter fortgesetzt. In Phosphatpuffern 
liegt das Minimum fiir Rindfleisch ungefihr hei p,, 5,0. 
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Fig. 2. 
Quellung von Rindfleisch in Biphthalat-HCl-Puffer. 250 mg Rindfleisch, 10 ccm Puffer 
(n. Clark u. Lubs). Quellungszeit 24 Stunden. Temperatur 17° 


3. Quellung und Verdauung der Substrate bei p,, 6 unter Einfluf 
verschiedener Konzentrationen K,Fe(CN),. 


Das Substrat wurde bei den Quellungsversuchen in einer abgewogenen 
Menge von 250 mg in kalibrierte Réhrchen gebracht, welche an ihrem 
oberen (nicht kalibrierten) Ende eine Erweiterung tragen; diese macht es 
nach AbschlieBung mit einem Stépsel méglich, den Inhalt des Réhrchens 
gut zu mischen. Gleiche Teile eines m/15-Phosphatpuffergemisches und der 
Blutlaugensalzlésung einer bestimmten Konzentration wurden zusammen- 
gebracht und von diesem Gemisch 10 cem fiir jedes Réhrchen mit 250 mg 
Fibrin verwendet, so daB der p, 6,2 war. Die Konzentrationen wurden in 
den Figuren logarithmisch eingetragen. Die angegebenen Konzentrationen 
beziehen sich auf die Blutlaugensalzlésung, welche mit dem Puffer gemischt 
wird.') Die wirklichen (pro Liter berechneten) Konzentrationen sind also 
um die Hilfte niedriger. 


Fig. 3 gibt die Resultate einiger Quellungsversuche fiir Fibrin, 


Rindfleisch und Hechtfleisch. Die horizontalen Linien stellen den 
Nullwert [ohne Zusatz von K,Fe(CN),| dar. Wie man sieht, iiben 





1) Ausgedriickt wurde die Konzentration in Milliiquivalenten pro Liter 
der zugesetzten K,Fe(CN),-Lésung. 
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héhere Konzentrationen einen quellungsférdernden Kinflu8 aus. 
Niedere Konzentrationen haben einen mehr oder weniger hemmenden 


Kinflub. 
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Fig. 3. 
Quellung von Fibrin (A--+---- ), Rindfleisch (x——— u. —-—-—: @) und Hecht- 
fleisch (©) ————) bei py = 6,2 und bei verschiedenen Konzentrationen von K,Fe(CN).. 


Abszisse: Log. Konzentration des verwendeten K,Fe(CN), in m-Aquiv. Ordinate: Quellungs- 

volumen. Horizontale Linien mit Punkten rechts in der Figur: Nullwerte der Versuche 

[ohne K,Fe(CN),]. Quellungszeit 24 Stunden. Temp. 17°, 250 mg Fibrin, 5ccm m/15- 
Phosphatpuffer. 


Es fragt sich nun, ob die Resultate bei der Verdauung diesen 
Erscheinungen bei der Quellung parallel verlaufen. In Fig. 4 findet 
man einige Versuche mit Fibrin, Rindfleisch und Hechtfleisch 
abgebildet, woraus ersichtlich ist, daB dieses tatsichlich zutrifft. 
Bei Konzentrationen in m-Aquiv., deren negative Logarithmen 
héher sind als ungefahr 0,5—1,5 in Fig.8 und hoher als un- 
gefihr 0—0,5 in Fig. 4, werden Quellung bzw. Verdauung durch 
das K,Fe(CN), geférdert. Das Zusammengehen beider Erscheinungen 
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ist also nicht genau parallel, aber doch annihernd, wihrend wir 
spiter sehen werden, dab bei der Galle diese Parallelitit zwar 
angedeutet, aber doch viel weniger ausgeprigt ist. Es muB noch 
hervorgehoben werden, daB in den Quellungsversuchen bei kleineren 
Konzentrationen eine Herabsetzung der Quellung stattfindet und 
daB dies fiir die Verdauung in Fig. 4 nicht fiir alle Falle zutrifft. 
In einigen Kurven zeigt der Punkt bei der kleinsten Konzentration 
eine erhéhte Wirkung, in anderen eine Erniedrigung. Es kann 
noch nicht gesagt werden, ob dies einemVersuchsfehler zuzuschreiben 
ist, oder ob diese Abweichungen eine bestimmte Bedeutung haben 
kénnten. In spiteren Versuchen mit Galle bei saurer Reaktion 
fanden wir eine kleine (zweifelhafte) Hemmung der Verdauung 
und Quellung beim Gebrauch von kleinen Gallenkonzentrationen. 
Aus diesen Versuchen ergibt sich also, erstens daB die friiheren 
Wabrnehmungen iiber Aktivierung der Trypsinverdauung von 
Fibrin durch gelbes Blutlaugensalz bestitigt und auch auf Rind- 
fleisch und Hechtfleisch ausgedehnt werden konnten, und zweitens, 
daB diese aktivierende Wirkung ungefihr parallel geht mit einem 
quellungsférdernden EinfluB dieses Salzes auf die Substrate. 


4, Quellung und Verdauung der Substrate 
bei p,, 6,2 unter dem Einflu8 verschiedener Mengen von Galle. 

Wie es auch in der ersten Mitteilung iiber dieses Thema fiir 
Fibrin geschah, wurde jetzt der Einflu8 von Galle auf die Ver- 
dauung und hier in Zusammenhang damit auch auf die Quellung 
untersucht. 

Bei den Quellungsversuchen wurde die (Rinder)-Galle mit 
m/15 Phosphatpuffer verdiinnt, so dab das Totalvolumen 10 ccm 
auf 250 mg Fibrin betrug. Fig. 5 gibt die Resultate vom Kinflu8 
der Gallenkonzentration auf die Quellung von Fibrin, Rindtleisch 
und Hechtfleisch. Man sieht, daB bei Verdiinnungen nicht gréBer 
als etwa 4/,,—1/,, (Log. Verd.=—1,5 bzw. — 2), die Galle einen 
stark quellungsférdernden EinfluB hat auf alle drei Substrate. 

Fig. 6, 7 und 8 bringen die Resultate der Verdauung dieser 
Substrate bei p,, 6,2. Die Versuchsanordnung war hier derart, daB 
250 mg Fibrin zusammengebracht wurden mit 10 ccm Galle, 2 ccm 
/,°/,iger Pankreatinlésung und 2}/,ccm */,, m-Phosphatpuffer. Das 
Totalvolumen war also 14,5 (rund 15) ccm. Der Puffer wurde in 
4fach konzentrierterer Form, verglichen mit den vorigen Versuchen, 
zugesetzt, so daB seine Konzentration in der Versuchsfliissigkeit 
unweit m/15 war. Hierdurch war es méglich, gréfere Gallen- 
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konzentrationen zu verwenden, ohne die Pufferung zu gefihrden, 
In Fig. 6, 7 und 8 werden auch neben den Resultaten bei saurer 
Reaktion diejenigen iiber Verdauung bei alkalischer Reaktion ab- 
gebildet, worauf unten weiter eingegangen wird. Die Resultate der 
Verdauung unter Zusatz von Galle bei schwach saurer Reaktion sind 
nun, dab bei héherer Konzentration eine Aktivierung stattfindet, 
welche bei niederer Konzentration in eine Hemmung umschlict. 
Hohe Konzentrationen von Galle iiben also einen quellungs- 
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bei py 6,2 und bei verschiedenen Konzentrationen von Galle. Quellungszeit 24 Stunden. 
250mg Fibrin. Galle (verdiinnt mit m/15-Phosphatpuffer) bis 10 ccm. Temp. 17°. 
fordernden und verdauungsférdernden EinfiuB aus. Doch muf 
bemerkt werden, daB beide Erscheinungen einander in diesen 
Versuchen viel weniger parallel gehen, als in den Versuchen mit 
K,Fe(CN),. Erstens wurden die Versuche zu verschiedenen Zeiten 
ausgefiihrt, so daB leider nicht mit der gleichen Galle gearbeitet 
werden konnte. Zweitens ist eine vollige Parallelitit auch wohl 
nicht zu erwarten, weil ein EinfluB der Galle auf die Wirkung 
des Enzyms niemals auszuschlieBen ist. Dieser Kinflu8 auf das 
Enzym scheint fiir die Galle viel gréBer zu sein, als fiir das 
Blutlaugensalz. Die Versuche iiber Verdauung wurden bei 37°, 
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die tiber Quellung bei 17° ausgefiihrt. Die letztere Temperatur 
wurde gewihlt, weil die Quellung und deshalb die Unterschiede 
in der Quellung bei héherer Temperatur geringer sind (exothermer 
Proze8) und auBerdem die Peptisation zu stéren anfingt. 

Es wurde auch der Einflu8 verschiedener Gallenkonzentrationen 
bei alkalischer Reaktion untersucht (Fig. 6,7 und 8). Hier findet 
eine Umkehrung der Erscheinung statt: die gleiche Konzentration, 
welche bei saurer Reaktion die Verdauung foérdert, wirkt bei 
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Fig. 6. 
Verdauung von Fibrin bei saurer (py, 6,24) und alkalischer (p,,; 8,2) Reaktion bei ver- 
schiedenen Konzentrationen an Galle. Verdauungszeit 2 Stunden. Bei hdheren Gallen- 
konzentrationen F6érderung bei saurer (4 -), Hemmung bei alkalischer Reaktion 
Die Kurven wurden so gezeichnet, daB die Bestimmungen ohne Galle 
(Horizontallinie) fiir beide Versuche zusammenfallen. °/, verdaut bei der Ordinate links 
gehért zum Versuch bei saurer, bei der Ordinate rechts zu dem bei alkalischer Reaktion. 





alkalischer Reaktion hemmend. Bei den kleineren Konzentrationen 
hat es den Anschein, als ob bei saurer Reaktion eine kleine 
Hemmung, bei alkalischer Reaktion eine geringe Férderung der 
Verdauung stattfindet. Diese Erscheinung ist fiir Rindfleisch am aus- 
geprigtesten. Doch nihern sich die hier erhaltenen Abweichungen 
von den Werten ohne Galle so sehr den Versuchsfehlern, dab 
diese Resultate bei kleineren Konzentrationen nicht sicher sind. 

Wenn nun bei héheren Konzentrationen und saurer Reaktion 
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Fig. 7. 
Verdauung wie in Fig. 6, aber mit Rindfleisch. & 
bei alkalischer Reaktion. 
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Fig. 8. 
Verdauung wie in Fig. 6 und 7, aber mit Hechtfleisch (- 
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eine Férderung, bei héheren Konzentrationen und alkalischer 
Reaktion eine Hemmung auftritt, so mu es zwischen den beiden 
pa-Werten (6 und 8—8,5), bei denen diese Versuche ausgefiihrt 
wurden, eine Reaktion geben, wo weder Beschleunigung noch 
Hemmung auftritt. Versuche zur Auffindung dieses p,,-Bereichs 
wurden ausgefiihrt fiir Fibrin und Rindfleisch, Wenn man hier 
bei p,, ungefahr 7,2 bzw. 7,5 arbeitet und mit verschiedenen 
Gallenkonzentrationen, so zeigt es sich, daf tatsichlich weder 
Beschleunigung noch Hemmung der Verdauung eintritt (vgl. Fig. 9). 
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Fig. 9. 
Verdauung von Fibrin bei py, 7,2 (7) und von Rindfleisch bei pq 7,5 (JZ) und verschiedenen 
Gallenkonzentrationen. Praktisch weder Férderung noch Hemmung der Verdauung. 


Die kleinen Schwankungen in den erhaltenen Kurven zeigen fiir 
beide Substrate den gleichen Verlauf und kénnten Andeutungen 
von Hemmung und Aktivierung sein. Wabhrscheinlich ist diese 
Gleichheit nur zufillig, da die Unterschiede der Punkte innerhalb 
der Fehlergrenzen liegen. 

Als diese Resultate erhalten worden waren, lag es nahe, zum 
SchluB noch einige Versuche anzustellen, welche zur Bestitigung 
der oben erwithnten Versuche fiihren und weiter zu ihrer Erklirung 
beitragen konnten. So wurde untersucht, ob auch an der alkalischen 
Seite die Hemmung der Verdauung bei héheren Gallenkonzen- 
trationen mit einer Hemmung der Quellung parallel geht. Fig. 10 
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gibt dariiber AufschluB. Sie bildet die Quellung des Fibrins a} 
bei p,, 8,92 und variierter Gallenkonzentration. Man sieht, dag 
bei Konzentrationen in der Fliissigkeit gréBer als die, welche 
durch — log C = 1,5 dargestellt werden, eine mit der Konzen- 
tration zunehmende Herabsetzung der Quellung zu beobachten ist, 
Wenn man hierzu Fig. 6 vergleicht, so sieht man, daB bei alka- 
lischer Reaktion die stirkste Hemmung der Verdauung bei einem 
— log C = 0,5 liegt und die Hemmung bei — log C=0,75 anfinet, 
Hohe Gallenkonzentrationen hemmen an der alkalischen Seite 
sowohl die Quellung als auch die Verdauung, obgleich eine Parallelitit 
hier ebensowenig wie bei dem férdernden EinfluB an der sauren 
Seite zu beobachten ist. Dies liegt wohl nur teilweise an der 
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Fig. 10. 
Quellung von Fibrin bei pg 8,92 und verschiedenen Gallenkonzentrationen. 


verschiedenartigen Zusammensetzung der Galle. Es macht sich 
sicher auch ein EinfluB der Galle auf das Enzym geltend. 

In der vorigen Abhandlung nahmen wir an, daB der aktivierende 
EinfiuB der Galle bei einem fiir die Trypsinwirkung ungiinstigen 
p, auf Umladung des Substrates durch die starke Adsorbierbarkeit 
der gallensauren Salze beruht. Fiir diese Deutung sprach auch, 
daB das K,Fe(CN), welches einen stark negativ-ladenden EinfluS 
hat durch die hohe Valenz seines Anions, ebenso in hohen Kon- 
zentrationen die Verdauung bei diesem ungiinstigen p,, aktiviert. 
Wenn nun auch an der alkalischen Seite das K,Fe(CN), einen 
gleichsinnigen KinfluB auf Quellung und Verdauung haben wiirde 
wie die Galle, so wiire dies eine Stiitze fiir eine einheitliche Auf- 
fassung der hier beschriebenen Erscheinungen. Darum wurde 
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auch der EinfluB des K,Fe(CN), bei alkalischer Reaktion unter- 
sucht, obgleich diesem natiirlich keine biologische Bedeutung zu- 
kommen kann. 

Fig. 11 ist zu entnehmen, daB die Verdauung und die Quellung 
bei alkalischer Reaktion durch K,Fe(CN), gleichsinnig beeinflubt 
werden. Bei héheren Konzentrationen von K,Fe(CN), werden 
Quellung und Verdauung stark gehemmt. Obgleich hier die Zu- 
sammensetzung der Gemische bei der Quellung und der Verdauung 
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Quellung und Verdauung von Fibrin bei alkalischer Reaktion bei verschiedenen Konzen- 

trationen von K,Fe(CN). (Pq 8,94 bzw. 8,76). @ Quellung, & — — — — Ver- 

dauung. Die Zahlen der Ordinate links beziehen sich auf die Quellung, rechts auf die 
Verdauung. 





vanz gleich sind, tritt auch hier keine véllige Parallelitit auf. 
Die p,-Werte der beiden Versuchsserien sind einander nicht ganz 
cleich (Verdauung 8,76; Quellung 8,94), da bei starker Verdauung 
eine p,-Verschiebung von etwa 0,2 auftritt. Trotz Pufferung ist 
das nicht zu vermeiden. Die Abweichungen der Kurven sind aber 
zu groB, um dadurch erklart zu werden. Es ist natiirlich auch 
kaum zu erwarten, daB die Zusiitze keinen Einflu® auf das Enzym 
haben werden. 
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Erwihnen wir noch, daf ein hier nicht abgebildeter Versuch 
das Resultat hatte, daB bei p,, 7,6 K,Fe(CN), in verschiedenen 
Konzentrationen keinen EinfluB auf die Quellung hat. 


Diskussion. 


Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich erstens die Tat- 
sache, da8 nicht nur die Verdauung von Fibrin, sondern auch 
die Verdauung von den natiirlicheren Substraten Rindfleisch und 
Hechtfleisch bei schwach saurer Reaktion geférdert wird durch 
héhere Gallenkonzentrationen. Diese Erscheinungen fehlen, wenn 
die Verdiinnung der Galle im Verdauungsgemisch gréBer als 1 : 20) 
bis 25 wird. Diese Tatsache kénnte die Bedeutung haben einer 
Kompensation von einem ungiinstigen p,,-EKinflusse, wenn der p,, 
des Darmes niedriger als 7 wird. (Bei Siuglingen ist letzteres 
immer der Fall.) In dem Falle miiBte die Galle durch den iibrigen 
Darminhalt nicht mehr als 20—25 mal verdiinnt werden. (Bei 
dieser Verdiinnung hat auch Heller positiven Einflu8 auf die 
Casein- und Kieralbuminverdauung gefunden.) Angaben iiber den 
Gehalt des Darminhaltes an Galle bzw. gallensauren Salzen haben 
wir nicht gefunden. Es wird aber angegeben?), da’ beim Menschen 
pro Tag 500—1500 ccm Galle abgesondert wird. Dazu kommt 
an Magensaft 1—2 Liter, an Pankreassekret 1 Liter, an Duode- 
nalsekret 2 Liter oder mehr, an aufgenommener Fliissigkeit etwa 
1,5 Liter, an Nahrung sagen wir 2 cdm, an Speichel 1 Liter, also 
total etwa 10—15 Liter. Bedenkt man, daB von diesen Stoffen 
sehr viel Fliissigkeit wieder resorbiert wird, und daB der grifte 
Teil der Galle gerade nach Mahlzeiten abgeschieden wird, so er- 
scheint es keineswegs unwabhrscheinlich, daB bei der Darmverdauung 
die Galle in einer geniigenden Konzentration anwesend ist, um 
aktivierend auf die KiweiBverdauung wirken zu kénnen. 

Bei p,, etwa 7,5 ist die Galle (sowohl in hohen als niedrigen 
Konzentrationen) ohne EinfluB auf die Verdauung. Bei p,,8—8,5 
haben héhere Gallenkonzentrationen einen hemmenden Einflub 
auf die Verdauung. In der vorigen Abhandlung wurde gefunden, 
da8 speziell die gallensauren Salze fiir die Aktivierung an der 
sauren Seite verantwortlich sind. Bevor wir aus den bisher erwihnten 





1) O. Kestner in Bethe’s Handb. d. n. u. path. Physiol.: Die Ver- 
dauung als Ganzes (Correlationen II, 1), und zwar §. 909. H. Eppinger u. 
L. Elek, Gallenabsonderung und Gallenableitung. Bethe’s Handb. III 
BII S. 1278. 
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J'atsachen endgiiltig schlieBen kénnen, daf die Aktivierung durch 
Galle eine fiir die Trypsinverdauung relativ ungiinstige Reaktion 
des Darminhaltes kompensieren kann, wiiren also noch zwei 
Schritte zu tun: erstens das Verhalten von kolloidal léslichen 
EiweiBkérpern und KiweiBabbauprodukten?) zu untersuchen bei 
verschiedenen Konzentrationen von Galle oder gallensauren Salzen, 
und zweitens festzustellen, ob derartige hohe Konzentrationen von 
gallensauren Salzen, welche die Aktivierung herbeifiihren kénnen, 
im Darminhalt tatsiichlich vorkommen. 

In diesem Zusammenhang muf noch bemerkt werden, dai Verzar?) 
neulich gefunden hat, daB die (im Mittel) neutrale Reaktion des Darmin- 
haltes der bisher geltenden Auffassung, daf die Fettsiiuren als Natriumseifen 
zur Resorption kommen sollten, widerspricht. Derartige Seifen kénnen unter 
pyr 8,6—9 nicht bestehen. Er fand, da8 Verbindungen von Fettsiuren mit 
Gallensiiuren bis zu py 6,2 bestindig sind und gut diffundieren, so dai wahr- 
scheinlich die Fettsiiuren in dieser Form die Darmwand passieren. 

In der ersten Abhandlung, in der iiber die Aktivierung der 
Trypsinwirkung durch Galle berichtet wurde, haben wir dies 
folgendermafen gedeutet. Das Fibrin befindet sich bei p,, 6,2 (wobei 
die Versuche angestellt wurden) an der sauren Seite seines iso- 
elektrischen Punktes (der nach Kugelmass bei 7 lag), somit ist 
eine gréBere Anzahl Teilchen positiv geladen, als es negativ geladene 
Teilchen gibt. Darum ist Trypsin, das nach Northrop nur auf 
EiweiBanionen wirken kann, hier relativ schwach wirksam. Die 
Aktivierung durch Galle und K,Fe(CN), kénnte nun darauf 
beruhen, daB beide Stoffe eine stark negativ ladende Wirkung 
haben: Galle durch die Anwesenheit der stark adsorbierbaren 
(Oberflichenspannung erniedrigenden) organischen Anionen der 
gallensauren Salze, K,Fe(CN), durch sein polyvalentes Anion. 
Dadurch geriit das Fibrin bei p,, 6,2 in einen Zustand, welchen 
es sonst an der alkalischen Seite seines I. P. etwa bei p,,8 haben 
wiirde. Nun fand der eine von uns’), daB die Lage des isoelektrischen 
Punktes beim Fibrin stark abhingt von der Art des benutzten 
Puffergemisches und da Fibrin in Phosphatlisungen sein Quellungs- 
minimum (I. P.) bei 5,8 hat. In den Versuchen der ersten Ab- 
handlung befand sich also das Fibrin nicht an der sauren, sondern 
schon an der alkalischen Seite des I. P., als die Galle oder das 
K,Fe(CN), zugesetzt wurden. Die Frage ist nun, ob dann die 
friiher gegebene Deutung fir die aktivierende Wirkung von Galle 


1) In einer friiheren Abhandlung (zit. §. 33, FuBn. 1) wurde kein Ein- 
flu8 der Galle auf die Verdauung von Pepton-Witte festgestellt. 
*) Biochem. Z. 205 (1929). 8) a. a. O., S. 34). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIII. 4 
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und K,Fe(CN), bei p,, 6,2 aufrechterhalten werden kann. Eg 
scheint uns, daB diese Frage bejahend beantwortet werden kann, 
Ist doch der Ubergang von einer Mehrzahl positiy geladener 
Teilchen in eine Mehrzahl negativy geladener Teilchen und um- 
gekehrt beim Passieren des isoelektrischen Punktes ein all- 
mihblicher. Wenn der isoelektrische Punkt des Fibrins in einer 
Phosphatmischung bei p,, 5,8 liegt, so ist bei p,, 6,2 der Uber- 
schuB negativ geladener Teilchen nur gering und kann sehr gut 
eine Zunahme der negativen Ladung und parallel damit der 
Quellung stattfinden.!) Fiir das hier neu untersuchte Substrat 
Rindfleisch wurden ahnliche Verhiltnisse in bezug auf Verschiebung 
des Quellungsminimums gefunden, so da8 auch hier derartige Er- 
scheinungen im Spiel sind wie beim Fibrin. Fiir das Hechttleisch 
haben wir keine Versuche in dieser Hinsicht angestellt, da diese 
iiberhaupt fiir solche wenig definierten Substrate eine geringere 
Bedeutung haben. 

Wie mu man sich nun die die Quellung und Verdauung 
herabsetzende Wirkung dieser Stoffe bei alkalischer Reaktion vor- 
stellen? Die Stoffe werden (wie das friiher fiir stark adsorbier- 
bare und polyvalente Anionen beim Fibrin beschrieben wurde) 
das Quellungsminimum (und, soweit man davon sprechen darf, den 
I. P.) nach der sauren Seite verschieben. Es ist also wahrschein- 
lich, da bei ihrer Anwesenheit das Substrat sich bei p,, 8—8.5 
in einem Zustand befindet, welchen es sonst erst bei einem viel 
héheren p,, erreicht. Dieser Zustand mu8 dann einem hohen 
py-Werte entsprechen, wobei sonst die Quellung schon wieder 
zuriickgedriingt wird. Stellt man sich die Verbindung des Kiweilies 
mit einem Elektrolyten als eine Art Salzbildung vor, so muf ein 
UberschuB des Elektrolyten durch die Zunahme der Konzentration 
des gleichnamigen Kations die Dissoziation und somit die Ladung, 
Quellung und die Verdaubarkeit durch Trypsin wieder zuriickdringen 
bzw. vermindern. Da diese Erscheinungen hier aber viel besser 
als Adsorptionserscheinungen aufzufassen sind, ist hier vielleicht 
an eine entladende Wirkung des in Konzentration zunehmenden 
Kations zu denken, da der Ejinfluf der Kationen um so stiirker 
hervortritt, je alkalischer die Reaktion wird.”) Doch ist diese 


Deutung zu hypothetisch, um darauf niiher einzugehen. Es wurde 


1) Eine kurze Besprechung des Zusammenhanges von Ladung und 
Quellung, des Wesens der Quellung und der Beziehung dieser Erscheinungen 
zu der EiweiBstruktur findet man in der auf 8. 34, FuBn. 1 zitierten Arbeit. 

*) Vgl. fiir eine kurze Besprechung iiber die verschiedenen in der 
Literatur geiiuBerten Auffassungen derartiger Erscheinungen Vonk (a. a. 0.). 
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schon friiher darauf hingewiesen’), dai fir Gelatine Ver- 
schiebungen des isoelektrischen Punktes gefunden worden sind bei 
Anwesenheit von polyvalenten Kat- und Anionen. Neuerdings 
wurde tiber derartige Erscheinungen bei Fibrinogen berichtet von 
F. Mainzer.*) Mainzer findet fiir den Indifferenzpunkt der 
Kataphorese dieses Proteins bei Gebrauch von Phthalatpuffer- 
semischen 5,10, in sehr verdiinnten Lésungen von starken Siiuren 
und Basen (HCl und NaOH) ohne Pufferung 5,50. Fiir denaturiertes 
Fibrinogen findet er im ersten Falle 5,00, im zweiten Falle 5,50. 
Das bestiitigt also von neuem, daf auch bei kolloidal gelésten 
EiweiBstoffen Verschiebungen des I. P. durch die Ionen des 
Puffergemisches vorkommen, und man wird bei der Interpretierung 
von Verdauungsoptima damit besonders rechnen miissen. 

Spiiter hoffen wir Versuche tiber kolloidal lésliche Substrate aus- 


fiihren zu k6énnen. 
Zusammenfassung. 


1. Bei schwach saurer Reaktion wird die Wirkung von Trypsin 
auf Fibrin, Rindfleisch und Hechtfleisch durch héhere Konzen- 
trationen von Galle und K,Fe(CN), gefordert, bei schwach alkalischer 
(p,, 8—8,7) gehemmt. Bei etwa neutraler Reaktion (p,, 7,2—7,5) 
findet weder Aktivierung noch Hemmung statt. 

2. Mehr [fiir K,Fe(CN),] oder weniger (Galle) parallel mit 
diesen Erscheinungen besteht ein quellungsférdernder bzw. quellungs- 
hemmender EinfluB der gleichartigen Konzentrationen dieser Stoffe 
auf die Substrate bei den entsprechenden p,,-Werten. Bei ungefahr 
neutraler Reaktion iiben die Stoffe keinen KintluS auf die Quellung aus. 

3. Diese Erscheinungen werden an der sauren Seite erkliirt 
durch die Verstiirkung der negativen Ladung, welche die ent- 
sprechenden Stoffe auf die Substrate ausiiben. Fiir die Galle muh 
aber neben EinfluB auf das Substrat eine ausgesprochene Wirkung 
auf das Enzym selbst angenommen werden. 

4. Aufeinemogliche biologische Bedeutung dieser Erscheinungen 
im Zusammenhang mit der Reaktion des Darminhaltes wird hin- 
gewilesen. 

5. Die Versuchsresultate zeigen von neuem die Notwendig- 
keit, bei der Untersuchung von Aktivierungserscheinungen ver- 
schiedene Konzentrationen des Aktivators bei einem bestimmten 
P,-Wert zu benutzen.*) In dieser Weise konnten die Widerspriiche 
iiber Aktivierung und Hemmung der Trypsinwirkung durch Galle, 
welche in der Literatur bestehen, aufgehoben werden. 


1) Vonk, a. a. O. und zwar S. 215. 2) Biochem. Z. 246 (1932). 
*) Vgl. SchluB der Abhandlung Vonk u. Wolvekamp. ” 











Synthetische Beitrige zur Konstitution des Cytochroms. II, 
Von 
Karl Zeile und Pietro Piutti. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Mai 1933.) 


In einer vorausgehenden Mitteilung') wurde iiber eine Methode 
zur Anlagerung von Stickstoffbasen an die ungesiittigten Seiten 
ketten des Protoporphyrins berichtet. Die sich dabei ergebenden 
Porphyrine besitzen im Hinblick auf die Konstitution der Cyto- 
chromkomponente c insofern Interesse, als man bei ihnen einige 
typische Merkmale findet, die die auf schonende Weise enteisente 
Komponente c, kurzgenannt Porphyrin c, von den bisher bekannten 
Porphyrinen unterscheidet. Sie besitzen wie Porphyrin c durch- 
wegs die auffallende Kigenschaft aus salzsaurer Lésung beim Ab- 
stumpfen mit Natriumacetat nicht die iiberschichtete itherische 
Phase aufzusuchen, sondern in der wifrigen Phase gelist zu 
bleiben; ferner stimmen ihre spektroskopischen Daten zum Teil 
sehr weitgehend mit denen des Porphyrins c iiberein, die Lage 
der Hamochromogenabsorption nach der Hiseneinfiihrung war in 
allen untersuchten Fillen identisch mit der des Cytochroms ¢ 
bei 550 mu. Am Anlagerungsprodukt des Pyridins und weniger 
glatt auch an den Addukten des Collidins und Chinolins konnte 
ferner mit HBr-Kisessig die Riickspaltung zum Himatotypus re- 
produziert werden, die nach Hill und Keilin?) eine charakte- 
ristische Reaktion der Komponente c ist. Es wurde die Méglich- 
keit erwogen, in der Anlagerung einer tertiiren N-Ringbase an 
das Protoporphyrin ein wesentliches Bauprinzip der Komponente c 
zu erblicken. 

Inzwischen ist es gelungen, ein solches Addukt mit ter- 
tidrem Ringstickstoff, nimlich dasjenige mit Pyridin krystalli- 





1) Diese Z. 207, 35 (1932). 
3) Proc. Roy. Soc. B. 107, 286 (1930). 
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siert zu erhalten; ihm kommt nach der Analyse folgende Kon- 
stitution (I) zu: 








| | 
St 
I OH |) Br 
H,C——C—CH, H,C——C—CH, 
1 lH 2 8 H 4 
—___ 0 H————-——_ 
AN¢ \o~ 


Es ist also, wie vorauszusehen war, und wie bereits in der 
ersten Mitteilung angenommen wurde, eine salzbildende quartiire 
Ammonbase entstanden, jedoch nur in einer Seitenkette, wihrend 
in der anderen als Resultat einer einfachen Hydrolyse eine 
sekundire Alkoholgruppe wie im Himatoporphyrin erscheint. 
Unbekannt ist vorliufig die relative Stellung der beiden Seiten- 
ketten 2 und 4. 

Durch Erhitzen im Hochvakuum auf 140° gelingt es, die 
Anlagerung wieder riickgiingig zu machen, d.h. es wird, wie aus 
dem beobachteten Gewichtsverlust zu schlieBen ist, Pyridin + HBr 
+ H,O wieder abgespalten. Z. B. nahmen 98,2 mg Substanz bei 
der Hochvakuumbehandlung um 22,7 mg ab, berechnet waren 
23,5 mg. Das Reaktionsprodukt zeigt, wie zu erwarten war, in 
stark eisessighaltiger itherischer Lésung das Spektrum des Proto- 
porphyrins, doch scheinen bei der Hochvakuumbehandlung Poly- 
merisationsvorgiinge einzutreten; denn es lieB sich in keinem 
Fall, auch bei Variierung der Versuchsbedingungen (Temperatur, 
Krhitzungsdauer) krystallisiertes Protoporphyrin gewinnen; die 
Produkte flocken alle bei weiterem Atherzusatz vollkommen aus. 
Offenbar sind die Reaktionsbedingungen, vielleicht wegen der 
Freisetzung von HBr, ungiinstiger als bei der H,O- oder Methyl- 
alkoholabspaltung aus Himato- bzw. Tetramethylhimatoporphyrin, 
wo bekanntlich die Isolierung von Protoporphyrin bzw. seinem 
Kster méglich ist}, obwohl auch hier Polymerisationsprodukte 
auftreten. 

Ks gelingt nicht, das Porphyrin I als solches durch HBr- 
Kisessigbehandlung und nachfolgende Hydrolyse zum Himato- 
porphyrin abzubauen; erst nach Einfiihrung von Eisen, bei der 
allerdings ein krystallisiertes Hiimin nicht zu fassen ist, wird 
mit HBr-Kisessig in ziemlich glatter Reaktion Himatoporphyrin 


') H. Fischer, F. Lindner u. R. Miller, Diese Z. 142, 150/156 (1925). 
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erhalten, das wir als krystallisiertes Chlorhydrat abgeschieden 
haben. Notwendig dazu ist, daf iiberschiissiges anorganisches 
Eisensalz durch Fillung mit Lauge oder NH, vollig entfernt 
wird, weil sonst infolge seines offenbar katalytischen LEin- 
flusses die Enteisenung durch HBr-LHisessig rascher vor sic} 
geht als die Abspaltung des Pyridinkerns, die nur im Himin 
moglich ist. 

Ahnlich liegen die Verhiiltnisse auch beim natiirlichen Cyto- 
chrom c, von dem wir einige Proben untersuchten. Auch hier 
wird die Bildung von itherléslichem Porphyrin nur glatt aus 
dem EKisenkomplexsalz erreicht, wiihrend aus dem Porphyrin c 
die Bildung von itherléslichem Porphyrin mit HBr-EKisessig im 
Laufe vieler Stunden nur eine partielle ist. 

Als ein Ringsystem, das tertiiiren Stickstoff trigt und das 
zudem eine allgemeine physiologische Bedeutung besitzt, habeu 
wir den Imidazolring und zwar in Form von Histidinester mit 
dem Protoporphyrin verkniipft; allerdings war von vornherein 
damit zu rechnen, daB hier das auferdem vorhandene primiire 
und sekundire N-Atom bei der Umsetzung gleichzeitig oder vor- 
zugsweise reagieren, Das scheint auch zum Teil der Fall zu 
sein. Denn obwohl die spektroskopischen Eigenschaften und 
Léslichkeitsverhiltnisse, sowie die Analysenzahlen unzweidettig 
die Anlagerung von Histidinester an das Porphyrin anzeigen, 
war eine Aufspaltung mit HBr-Eisessig zum Hamatoporphyrin 
nicht in stets gleich gut reproduzierbarem Ausma8 zu erzielen, 
auch konnte das Porphyrin, das zwar in hellroten gut filtrier- 
baren Flocken abschied, nicht zur deutlichen Krystallisation ge- 
bracht werden, was seine Ursache in der Bildungsméglichkeit 
verschiedener Isomerer haben diirfte. Bei einem ersten Pri- 
parat, das einen ihnlichen N-Gehalt aufwies wie ein spiter er- 
haltenes und vollkommen durchanalysiertes, war der gréBte Teil 
nach Hiseneinfiihrung mit HBr-EKisessig zu iitherléslichem Por- 
phyrin aufzuspalten, im wiBrigen Extrakt lieB sich Histidin durch 
die Diazobenzolsulfosiiurereaktion nachweisen. Das spiiter er- 
haltene Priparat zeigte diese Aufspaltbarkeit nur in unter- 
geordnetem Mae; es kiénnen dafiir die durch die Labilitét des 
freien Histidinesters bedingten unkontrollierbaren Umstiinde bei 
der Kondensation, dann auch katalytische Einfliisse bei der HBr- 
Hisessigspaltung, die die Reaktionsgeschwindigkeiten der Fe-Ab- 
spaltung und der Bromsubstitution gegeneinander verschieben. 
verantwortlich gemacht werden. 
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Wir méchten davon absehen, wegen aller dieser komplizie- 
renden Umstinde eine vollstandige Strukturformel fiir dieses 
Anlagerungsprodukt von Histidinester an Protoporphyrin aus den 
Analysendaten abzuleiten, doch geht aus ihnen mit Sicherheit 
hervor, daB nur 1 Mol Histidinester in Reaktion getreten ist, 
wihrend der hohe Methoxylgehalt die Anwesenheit von 2 Meth- 
oxylgruppen aufweist, von denen die eine in der Histidinester- 
seitenkette sitzt und die andere, aus iiberschiissigem Histidinester 
stammend, nur als Athergruppe in der zweiten urspriinglich Br- 
haltigen Seitenkette in Frage kommt. Auferdem sind noch 3 Mole 
Wasser zu formulieren. Im Wesentlichen seines Baues gleicht 
also diese Verbindung dem besser definierten Pyridinadditions- 
produkt. 

Wir haben dann weiterhin nach anderen Méglichkeiten der 
Verkniipfung von Stickstoffbasen mit Porphyrin gesucht und 
analog einer Peptidsynthese aus den Siéurechloriden von Por- 
phyrinen durch Umsetzung mit Aminosiiureester die Verkniipfung 
an der Propionsiiuregruppe des Porphyrins vorgenommen. (An- 
ordnung IL.) 











H H 
N N 
| 
II 1,0‘ —'cu, ag 
CH, H,C 
co Oc 


H,COOCH,C-NH HN-CH,-COOCH, 


Die Porphyrinsiurechloride, die wir in POC], unter Zugabe 
von etwas PCl, gewannen, wurden bis jetzt nicht rein dargestellt, 
die Umsetzung verliuft aber in den untersuchten Fillen des 
Meso- und Deuteroporphyrins durchaus glatt. Nur von Proto- 
und Himatoporphyrin ausgehend konnten wir bis jetzt keine ein- 
heitlichen Produkte fassen; hier treten offenbar an den labilen 
Seitenketten stérende Nebenreaktionen ein. Mit NH, wurde das 
Diamid des Mesoporphyrins dargestellt, auBerdem wurden die 
Kondensationsprodukte mit Glykokoll- und Alaninmethylester, 
sowie die entsprechenden Verbindungen aus Deuteroporphyrin 
mit Glykokoll- und Leucinmethylester gewonnen als durchwegs 
ausgezeichnet krystallisierte Kérper. Uber die Fortsetzung der 
teihe dieser Kérper werden wir niichstens weiter berichten, doch 
geniigen diese Beispiele zur Kennzeichnung der Eigenschaften. 
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Die genannten Porphyrine sind als Ester nicht in Wasser léslich, 
in Ather nur bei Gegenwart von viel Eisessig. Die Salzsiure- 
zahlen sind in den Kondensationsprodukten mit kurzer Amino- 
siurekette gegeniiber dem Stammporphyrin (Meso-, Deuteropor- 
phyrin) erniedrigt und steigen mit der Linge der aliphatischen 
Aminosiurekette an (vgl. die Tabelle). 

















Porphyrin HC]-Zahl ’) 
ee a eee 0,50 
* SE @ os Se +e 0,05 
* -Glycinester ..... 0,08 
" -Alaninester ..... 0,20 
Deuteroporphyrin ......... 0,30 
i -Glycinester . .. . 0,06 
¥ -Leucinester . .. . 1,50 


Wir haben das Kondensationsprodukt aus Mesoporphyrin 
und Glycinester zu freier Porphyrinaminosiure, die ebenfalls gut 
krystallisiert, verseift; das Porphyrin zeigt bei geringer Ather- 
léslichkeit die Tendenz zur Lésung in der waBrigen Phase: mit 
Wasser lift sich das Porphyrin aus eisessighaltigem Ather extra- 
hieren, allerdings krystallisiert es allmihlich aus dem wiabrigen 
Extrakt vollkommen aus. Jedenfalls ist damit gezeigt, daB auch 
die ,,Peptid“-konfiguration (II) den Porphyrinen die am Cytochrom c 
zu beobachtenden hydrophilen Eigenschaften verleihen kann. 


Eine Schwierigkeit bei der Reindarstellung von Porphyrinen mit 
Aminosiurekomponenten ist die véllige Entfernung von Asche, die ihre 
Ursache einerseits in der bekannten Neigung der Aminosiiuren zur Kom- 
plexbildung mit anorganischen Salzen hat, andererseits in den Léslichkeits- 
verhiltnissen der Aminosiureporphyrine. Eine restlose Entfernung der 
Asche erwies sich grundsiitzlich nicht als méglich bei Porphyrinen, die 
ausgesprochen die wiBrige Phase bevorzugen, wie z. B. das friiher be- 
schriebene Glycinesteraddukt des Protoporphyrins sowie das Histidinester- 
addukt. Diese Porphyrine, die zur Reinigung mit Natriumacetat in Ather 
getrieben werden miissen, gehen beim Auswaschen des Salzes selbst mit 
ins Waschwasser. Bei den Porphyrinaminosiiureestern (nach Forme! Ij), 
die nicht wasserléslich sind, gelang es jedoch den Aschegehalt auf ein 
unbedeutendes Ma8 herunterzudriicken, durch Eintragen einer Eisessig- 
losung des Porphyrins in Ather und allmiihliches Auswaschen des Eis- 
essigs, wobei das Porphyrin vdéllig ausfillt. Diese Methode wurde bei den 
im Versuchsteil unter 5, 6 und-8 beschriebenen Porphyrinen angewandt. 


1) Definition: R. Willstitter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber 
Chlorophyll, 1913, S. 269. 











loslich, 
zsaure- 
Amino- 
eropor- 
tischen 


phyrin 


extra- 
Brigen 
) auch 
irom ¢ 
n. 


2n mit 
e ihre 
Kom- : 
hkeits- 
ig der 
n, die 
er be- 
nester- 
Ather 
st mit 
el If), 
uf ein 
3essig- 
s Eis- 
ei den 
vandt. 


iiber 








Synthetische Beitrige zur Konstitution des Cytochroms. II. 57 


Simtliche besprochenen Porphyrine mit der ,,Peptid“-Kon- 
figuration, auch die freie Porphyrinaminosiure, zeigen die mit 
dem Stammporphyrin identischen Spektren. Um den Hinfluf 
eines Ringsystems zu beobachten, wurde auch die Kondensation 
des Mesoporphyrinsaurechlorids mit Piperidin spektroskopisch 
verfolgt, doch war keine Verschiebung festzustellen. Auch die 
Eisenkomplexsalze, von denen dasjenige des Mesoporphyrin—Glycin- 
kondensationsproduktes krystallisiert dargestellt wurde, zeigen das 
Spektrum des Stammhimins. Daraus geht hervor, da durch die 
Konfiguration IL nicht die spektroskopischen Besonderheiten der 
Komponente c erklirt werden kénnen, die am deutlichsten in der 
Lage des sauren Porphyrin c-Spektrums zwischen dem des Hiimato- 
(oder Meso-, Deutero- u.a.) und Protoporphyrins zum Ausdruck 
kommt. 

Das schlieBt zuniichst nicht aus, da die Anordnung I im 
Naturprodukt tatsichlich vorkommt, denn man kénnte von vorn- 
herein annehmen, daf in den Seitenketten 2 und 4 eine Kon- 
figuration vorliege, die fiir die spektroskopischen Kigenschaften 
verantwortlich zu machen ist, und da die peptidartige Ver- 
kniipfung mit einem entsprechenden N-haltigen Trager die 
Wasserléslichkeit bedinge. Nun erwies sich aber, soweit wenig- 
stens am Modellversuch zu sehen ist, die ,,Peptid“-Bindung gegen 
HBr-Hisessig, auch im Himin, als resistent (vgl. unter ,,Ver- 
suche“ 8, b), was im Gegensatz zum Verhalten der Komponente c 
steht, die bei der Behandlung mit HBr-Eisessig in normal ither- 
lésliches Porphyrin mit den Eigenschaften des Himatoporphyrins 
iibergeht. Man mu deshalb die Peptidkonfiguration im 
Naturprodukt als unwahrscheinlich betrachten. Anderer- 
seits konnten wir durch keine Modifizierung der reaktionsfihigen 
Seitenketten des Hiimatoporphyrins, wie Acylierung und Verithe- 
rung, ausgenommen aber die Anlagerung von N-Basen nach For- 
mulierung IJ, ein Porphyrin c-Spektrum erhalten. Acylierung der 
OH-Gruppen im Hamatoporphyrin hat keinen spektroskopischen 
Kffekt, wie wir an dem von R. Willstitter und M. Fischer’) 
beschriebenen Monoacetylhimatoporphyrin beobachten, auch Ein- 
wirkung von Chloracetylchlorid, Benzoylchlorid, Phosphoroxy- 
chlorid indert das Spektrum des Himatoporphyrins nicht. 

Zwar ist eine Rotverschiebung gegeniiber dem freien Hiimato- 
porphyrin in den Himatoporphyrinithern angedeutet (etwa 1 my), 


1) Diese Z. 87, 432 (1913). 
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doch ist sie nicht ausreichend, um eine Ubereinstimmung mit 
dem Spektrum des Porphyrins c zu erzielen. Bei Versuchen mit 
dieser Absicht fanden wir zufillig eine Bildungsméglichkeit eines 
Monoiathylhimatoporphyrins: Gibt man die Lésung von Hamin 
in HBr-EHisessig, die das HBr-Addukt des Protoporphyrins ent- 
hilt, nicht wie bei der Himatoporphyrindarstellung in Wasser, 
sondern lést nach dem Verjagen des HBr-Kisessig im Vakuum 
den Riickstand in Chloroform und schiittelt mit Wasser durch, 
so entsteht in der Hauptsache ein Porphyrin, das sich durch seine 
hohe Salzsiiurezahl (etwa 1,5) deutlich von Himatoporphyrin 
unterscheidet. Es gelang uns nicht, trotz genauer Fraktionierung, 
das Produkt in deutlich krystallisiertem Zustand zu gewinnen, 
aber die gut stimmenden Analysenzahlen lassen keinen Zweifel 
an seiner Zusammensetzung als Monoithylhimatoporphyrin. Die 
Athylgruppe stammt aus dem stets im Handelschloroform vor- 
kommenden Athylalkohol, und andererseits bedingt die geringe 
Konzentration an Alkohol die Veritherung von nur einer OH- 
haltigen Seitenkette. 

Die Voraussetzungen fiir die Annahme einer peptidartigen 
Verkniipfung in der natiirlichen Komponente c, wobei eine Modi- 
fizierung der reaktionsfihigen Seitenketten fiir die spektralen 
Eigentiimlichkeiten verantwortlich zu machen wire, sind nach 
dem oben Mitgeteilten nicht erfillt. Dagegen erklirt die durch 
Formel I wiedergegebene Anlagerung von N-Basen an die un- 
gesattigten Seitenketter des Protoporphyrins die Kigenschaften 
des Porphyrins c durchaus zwanglos; sie ist demnach in der Tat, 
wie schon in der letzten Mitteilung vermutet, als der wahrschein- 
lichste Ausdruck der Bindungsverhiiltnisse in der Komponente c 
zu betrachten, wobei im einzelnen nicht entschieden sein soll, ob 
die Anlagerung nur an einer oder an beiden Seitenketten des 
Protoporphyrins erfolgt. 

Sind auf diese Weise Vorstellungen von der festen chemi- 
schen Verknipfung der prosthetischen Gruppe des Cytochroms c 
mit stickstoffhaltiger Zellsubstanz gewonnen, so steht noch die 
Frage der Parahimatin- bzw. Himochromogenbildung am Eisen- 
atom zur Diskussion. Nach Keilin’) unterscheidet sich das Cyto- 
chrom c, das die spektroskopischen Eigenschaften eines Para- 
hiimatin-Hamochromogensystems besitzt, dadurch von gewdhnlichen 
synthetisch zugiinglichen Parahiimatin-Himochromogensystemen, 





) Vgl. z. B. Ergebnisse der Enzymforschung II Leipzig, 1933. 
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daB es als Himochromogen im physiologischen p,,-Bereich nicht 
autoxydabel und nicht zur Bildung einer CO-Verbindung fihig 
ist. Als weitere Besonderheit sei noch die auferordentlich hohe 
Affinitit der parahimatin- bzw. hamochromogenbildenden N-Base 
hervorgehoben, die sie nach unseren Beobachtungen zum Cyto- 
chromhimatin- bzw. Him besitzt. Unterschiede in der Festigkeit 
der Parahiimatinkomplexe lassen sich auch an _ synthetischen 
Systemen demonstrieren. So fand Langenbeck’), da Imidazol 
das Pyridin, auch wenn es in grobem UberschuB vorhanden ist, 
yéllig aus dem Parahiimatinkomplex verdringen kann. Auf Grund 
dieser Befunde richteten wir unser Hauptaugenmerk auf Derivate 
des Histidins, von dem wir bei dieser Gelegenheit auch das unseres 
Wissens bisher nicht beschriebene Amid als Dichlorhydrat dar- 
stellten. Im experimentellen Teil ist auch ein Mesoimidazolhimin 
beschrieben, das noch das Chlor im Molekiil enthilt und das in 
eine Reihe zu stellen ist mit den von H. Fischer?) beschriebenen 
Kollidinhiminen. Unter Beschriinkung auf diese priparativen An- 
caben modchten wir hier nur erwihnen, da® wir bis jetzt unter 
Verwendung von Histidinderivaten keine besonders hervortretende 
Steigerung der Affinitit in Parahimatinsystemen beobachten 
koanten. Auf die physikalisch-chemische Seite der Parahimatin- 
bildung mit Beriicksichtigung der Verhiltnisse beim Cytochrom c 
werden wir an anderer Stelle demniichst gesondert eingehen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sei 
fiir die Unterstiitzung der Untersuchung auch hier ergebenst 


cedankt. 
Versuche. 


1. Umsetzung des HBr-Adduktes des Protoporphyrins mit Pyridin 
(1,8, 5, 8-Tetramethyl-6, 7-dipropionsdure-2 (bzw. 4)-«-oxathyl-4 (bzw. 2)- 
cé-pytidiniumhydrobromid-athylporphin). 0,5g Himatoporphyrinchlor- 
hydrat werden mit 10 com HBr—Kisessig eingeschmolzen und bei 
40° yéllig gelést. Nach dem Abdampfen des HBr—Kisessig im 
Vakuum (Badtemperatur etwa 50°) wird der Riickstand mit etwa 
5 cem Pyridin digeriert und zuriickbleibendes Ungeléstes mit 
einigen Tropfen Wasser in Liésung gebracht. Beim Reiben mit 
dem Glasstab und unter vorsichtigem weiteren Wasserzusatz be- 
ginnt, evtl. ehe schon alles véllig in Liésung gegangen ist, die 


) W. Langenbeck, Ber. chem. Ges. 65, 842 (1932). 
*) H. Fischer, G. Hummel u. A. Treis, Liebigs Ann. 471, 237 (1929). 
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Krystallisation von lanzettférmigen Blattchen, die auf geriumigem 
Filter abgesaugt und mit einer Mischung von 75°/, Wasser und 
25°/, Pyridin, danach mit Aceton gewaschen werden. Ausbeute 
etwa 0,3 g. Zur Gewinnung eines Analysenproduktes wurde nur 
die filtrierte Lésung in reinstem Pyridin verwendet, die mit Leit- 
fahigkeitswasser versetzt wurde. In diesem Zustand ist der Kérper, 
trotz guter Krystallisation, noch nicht analysenrein, wie aus der 
Analyse ersichtlich, ist Brom hydrolytisch abgespalten worden. 


Die Analyse des bei 45° i. V. getrockneten Priparates ergab folgende 
Werte: 
5,220 mg Subst.: 12,460 mg CO,, 2,645 mg H,O, 0,04 mg Asche. 
5,205 mg Subst.: 1,165 mg AgBr. 
Cz9H,.0,N,Br Ber. C 63,22 H 5,72 Br 10,80 
Gef. ,, 65,32 ,, 5,71 ,, 9,60. 
Der Kérper laBt sich aus Hisessig umkrystallisieren, wobei 
sehr feine verwachsene Nidelchen resultieren. Liéslich in Pyridin, 
schwerer in Hisessig. Zur Analyse bei 45° im Vakuum getrocknet. 


5,615 mg Subst.: 12,890 mg CO,, 2,770 mg H,O, 0,050 mg Asche. — 
3,435 mg Subst.: 0,288 cem N (19°, 719 mm). — 3,200 mg Subst.: 0,815 mg 
AgBr. 

C,,H,.0,N;Br Ber. C 63,22 H 5,72 N 9,46 Br 10,80 
Ger. ,, 68,17 ,, 557 , 0,37 , 10,95. 


Die spektroskopischen Daten dieser Verbindung sind schon 
in der vorigen Mitteilung [Diese Z. 207, 47 (1932)] angefiihrt. Das 
Porphyrin liSt sich auf keine Weise aus wiBriger Lésung in 
Ather iiberfiihren. 


Die Aufspaltung zum Himatoporphyrin wurde auf folgende Weise 
vorgenommen: Das Porphyrin wurde auf bekannte Weise mit einer Auf- 
lésung von Ferrum reductum in Eisessig in Hiimin tibergefiihrt, wobei ein 
Uberschu8 von Eisen nach Méglichkeit vermieden wurde. Das Ganze wurde 
im Vakuum abgedampft, mit Wasser aufgenommen und mit etwas Ammoniak 
versetzt. Vom entstandenen Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat im 
Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand mit HBr-Eisessig iiber 
2 Tage stehengelassen. Die weitere Aufarbeitung nach dem EingieBen in 
Wasser geschah durch Ather-Salzsiiurefraktionierung [0,1°/, HCl, vgl. auch 
Liebigs Ann. 468, 113 (1929)], wobei neben geringen Mengen von ungespal- 
tenem Porphyrin und solechem mit héherer Salzsiurezahl das Himatopor- 
phyrinchlorbydrat in den charakteristischen Niadelechen erhalten wurde. 
Daraus Mesoporphyrinester durch HJ-Reduktion '), identifiziert durch Schmelz- 
und Mischschmelzpunkt. 

2. Umsetzung des HBr-Adduktes des Protoporphyrins mit 
Histidinmethylester. Histidinmethylester wird nach der Vorschrift von 
1) H. Fischer u. F. Kégl, Diese Z. 188, 262 (1924); vgl. Liebigs Ann. 
468, 116 (1929). 
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E. Fischer’) dargestellt. Die teilweise sirupdse, teilweise feste Masse wird 
mit wenig Chloroform angerihrt und mit einer Lésung des HBr-Adduktes 
des Protoporphyrins in Aceton—Chloroform®) rasch verriihrt. Auf 1g Hiimin 
wurden etwa 4g Histidinesterchlorhydrat verwendet. Das Reaktionsprodukt 
wird in Eisessig gelést und in 3 Liter Ather eingetragen; die Eisessig— 
Atherlésung wird mit Wasser durchgeschiittelt, flockig ausgeschiedenes Por- 
phyrin wird nach Moéglichkeit wenlanas in Eisessig--Ather gelést und das 
in den vereinigten Waschwissern geléste Porphyrin mit Natriumacetat in 
cisessighaltigen Ather getrieben. Aus den vereinigten essigsauren Ather- 
lésungen wird mit Wasser das Histidinporphyrin bis zur praktischen Er- 
schépfung ausgezogen und unter der aussalzenden Wirkung von Na-Acetat 
nochmals in eisessighaltigen Ather iibergefiihrt. Nach dem Auswaschen 
mit sehr wenig Wasser und Filtrieren zwecks oberflichlicher Trocknung wird 
der Ather abgedampft, der zuriickbleibende Eisessig im Vakuum zum gréBten 
Teil abgezogen und die filtrierte konzentrierte Eisessiglésung des Porphyrins 
mit Ather vorsichtig versetzt, wobei unter anfinglicher Triibung das Por- 
phyrin als kompakter leicht filtrierbarer Bodensatz, jedoch ohne deutlich 
kr -ystalline Struktur ausfallt. Da weitere Krystallisationsversuche scheiterten, 
wurde zur Analyse ein direkt aus Eisessig-Ather gewonnenes Priiparat ver 
wendet. Getrocknet bei 45° im Vakuum. 

5,035 mg Subst.: 11,170 mg CO,, 2,850 mg H,O, 0,125 mg Asche. — 
3,555 mg Subst.: 0,392 cem N (23°, 703 mm). — 4,045 mg Subst.: 2,300mg AgJ. 

C,,Hs,0,N, + C,H,,N,0, + 3H,O + CH,OH = C,,H,,0,N, 
Ber. C 61,65 H 6,78 N 11,99 OCH, 7,59 
Gef. ,, 62,04 , 649 ,, 1210 ,, 1,71. 

(Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl an einem friiher dargestell- 
ten Priiparat hatte 11,36°/, ergeben.) 

Das Porphyrin stimmt spektroskopisch — mit dem friiher beschriebenen 

\ddukt von Glycinester aus Protoporphyrin*) tiberein. 

3. Mesoporphyrindiamid. 0,1 g gcse wird in POCI,, 
dem einige Kérnchen PCl, zugesetzt sind, unter gelindem Er- 
wiirmen geliést, das POC], im Vakuum verjagt und der Riickstand 
in trockenem Aceton gelést. In die Acetonlésung wird unter 
Kiihlung Ammoniak eingeleitet, das Aceton abgedunstet. Man 
list den Riickstand in Kisessig, trigt die Tawaes in Ather ein 
und wiischt mit Wasser, wobei die Hauptmenge des Diamids aus- 
fillt. Beim Schiitteln mit 0,1°/,iger HCl geht das Diamid in die 
salzsaure Lisung; aus dieser Lisung, die mit Ather iiberschichtet 
ist, um etwa noch vorhandenes Mesoporphyrin aufzunehmen, wird 
das Diamid mit Natriumacetat in hellroten Flocken ausgefillt, 
die griindlichst mit reinem destilliertem Wasser ausgewaschen 
werden. Aus Pyridin krystallisiert das Diamid in Nadeln. Aus- 
beute nahezu quantitativ. Léslich in Pyridin, Eisessig, wenig in 


) E Piachor u. H. L. Cone, Liebigs Ann. 365, 107 (1908). 
5 a.a. O. 


) Diese Z. 207, 45 (1932). 
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warmem Methylalkohol und Chloroform. Salzsiurezahl 0,05. Zur 
Analyse wurde 2mal aus reinstem Pyridin umkrystallisiert und 
bei 80° im Vakuum getrocknet. 

5,632 mg Subst.: 14,900 mg CO,, 3,450 mg H,O, 0,030 mg Asche. 
1,780 mg Subst.: 0,236 cem N (18°, 724 mm). 

CyHy0,.N, Ber. C 72,29 H 7,17 N 14,89 
Gef. ,, 72,54 , 6,89 ,, 14,90. 

Nach dieser Methode wurden die im folgenden beschriebenen 
Derivate dargestellt, wobei an Stelle des NH, jeweils eine acetoni- 
sche Lisung des betreffenden Aminosiiureesters verwendet wurde, 
bzw. an Stelle des Mesoporphyrins Deuteroporphyrin. Die Kérper 
sind durchwegs léslich in Pyridin und Chloroform, weniger in 
Alkohol und Aceton, kaum in Ather. 

4, 1,3,5,8-Tetramethyl -2, 4 -diathyl-6,7 -di-(propionyl - N-glycin- 
methylester)-porphin. (Peptidartige Verkniipfung des Mesoporphyrins 
mit Glykokollmethylester). Umkrystallisiert aus reinstem Pyridin, 
Nadeln vom Schmelzp. 261° korr. Salzsiiurezahl 0,080. Zur Ana- 
lyse bei 80° im Vakuum getrocknet. 

5,485 mg Subst.: 13,470 mg CO,, 3,175 mg H,O, 0,050 mg Asche. - 
2,875 mg Subst.: 0,314 cem N (22°, 719 mm). 

C,,H,O.Ne Ber. C 67,66 H 6,83 N 11,86 
Ger. 5 67,59 ,, 624 4 1206. 

Das Eisenkomplexsalz dieser Substanz wurde auf die 
iibliche Weise in Eisessig dargestellt. Die Eisessiglisung wurde 
imVakuum abgedampit, der Riickstand mit Chloroform aufgenommen, 
mit Wasser ausgewaschen und nach dem Filtrieren und EKinengen 
mit Methylalkohol versetzt. SpieBférmige Nadeln vom Schmelz- 
punkt 274° korr. Zur Analyse im Vakuum bei 80° getrocknet. 

4,700 mg Subst.: 10,300 mg CO,, 2,490 mg H,O (Fe,O, gespriiht). - 
3,010 mg Subst.: 0,285ccem N (23°, 718mm). — 4,250mg Subst.: 0,805mg AgCl. 

C,,H,,.0.N,FeCl Ber. C 60,17 H 5,87 N 10,53 Cl 4,45 
Gef. ,, 59,77 99 0,93 5, 10,32 5, 4,69. 

Dd. Rac. 1,3,5, 8-Tetramethyl-2, 5-didthyl-6, 7-di-(propionyl-N-alanin- 
methylester)-porphin. (Mesoporphyrin + Alaninester). Zur Analyse 
wurde die Substanz in Eisessig gelést und in Ather eingetragen. 
Beim hiiufigen Durchwaschen mit Leitfihigkeitswasser fillt dic 
gesamte Substanz im Scheidetrichter aus. Umkrystallisiert aus 
reinstem Pyridin, abgeschriigte Prismen vom Schmelzp. 276° korr. 
Salzsiiurezahl 0,20. Zur Analyse im Vakuum getrocknet bei 80’. 

4,180 mg Subst.: 12,000 mg CO,, 3,150 mg H,O, 0,010 mg Asche. — 
4,105 mg Subst.: 0,411 eem N (19°, 727 mm). 

C,,H,.N,0, Ber. C 68,43 H712 N 11,41 
Gef, ,, 68,52 ,, 7,84 ,, 11,20. 
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6. 1,3,5,8-Tetramethyl -6, 7 -di-(propiony] - N -glycinmethylester)- 
porphin. (Deuteroporphyrin + Glykokollmethylester.) Reinigung 
zur Analyse wie unter 5. Prismen, Schmelzp. 289° korr. HCl- 
Zahl 0,06. Getrocknet im Vakuum bei 80°. 

5,395 mg Subst.: 13,090 mg CO,, 3,045 mg H,O, 0,015 mg Asche. — 
4,120 mg Subst.: 0,456 cem N (19°, 719 mm). 

CogHaNes Ber. C 66,21 H 6,18 N 12,88 
Get , 66,36 ,, 6,33 ,, 12,78. 

(. Rac. 1,3,5,8-Tetramethyl -6, 7 -di-(propiony! -N -leucinester)- 
porphin. (Deuteroporphyrin + Leucinmethylester.) Prismen vom 
Schmelzp. 285° korr. Salzsiiurezahl 1,50. Zur Analyse umkrystalli- 
siert aus reinstem Pyridin, getrocknet im Vakuum bei 80°. 

5,112 mg Subst.: 12,925 mg CO,, 3,220 mg H,O, Spur Asche. 
3,245 mg Subst.: 0,334 eem N (21°, 712 mm). 

~ C,,H;,0,Ne Ber. C 69,08 H 7,38 N 11,00 

Ge . 96 , 705 «. 11,20. 

S. Verseifung der Estergruppen in 1,3,5,8-Tetramethyl]-2, 4-di- 
athyl-6,7-di(propionyl-N-glycinester)-porphin. a) Mit verdiinntem 
Alkali, Der Ester wird in Methylalkohol in der Hitze méglichst 
vollstiindig gelést und mit einer 20°/, igen Lésung von KOH kurz 
erhitzt. Die véllig klare Lisung des K-Salzes wird mit wenig 
Essigsiiure gefillt. Die weitere Reinigung geschieht wie unter 5, 
der Unterschied besteht darin, daB das verseifte Porphyrin beim 
Ausschiitteln zum Teil in der wiiBrigen Phase sich list, doch 
wird beim Stehen die Krystallisation vollstiindig. Zur Analyse 
aus Pyridin umkrystallisiert, getrocknet i. V. bei 80°. 

4,770 mg Subst.: 11,730 mg CO,, 2,825 mg H,O, 0,010 mg Asche. 
815 mg Subst.: 0,421 cem N (21°, 721 mm). 

C5 5H,O.N, Ber. C 67,02 H 6,52 N 12,35 
Gt ,.@i2i , 664 , 12,12. 

b) Mit Bromwasserstoff—Eisessig. Das Eisenkomplex- 
salz wurde in fein pulverisiertem Zustand in HBr-Eisessig ein- 
getragen; nach mehrstiindigem Stehen wurde das Ganze mit 
Wasser verdiinnt und das Porphyrin mit Natriumacetat ausgetlockt. 
Die Reinigung geschah wie oben. Getrocknet bei 80° im Vakuum. 

4,100 mg Subst.: 9,985 mg CO,, 2,440 mg H,0, 0,030 mg Asche. 

Cs.H,,O,N, Ber. C 67,02 H 6,52 Gef. C 66,91 H 6,71. 

9. Monoathylhamatoporphyrin durch Hydrolyse des HBr-Adduktes 
des Protoporphyrins in Chloroform. 1 g Himatoporphyrinchlorhydrat 
wird mit HBr-Eisessig eingeschmolzen, der Riickstand nach dem Verjagen 
des HBr-Eisessigs in Chloroform gelést. Diese Lésung wird mit Wasser 


rasch durchgeschiittelt, wobei eine braune Emulsion entsteht. Es wird mit 
Kisessig bis zur klaren Liésung versetzt und das Ganze in 4 Liter Ather 
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eingetragen. Nach dem Auswaschen mit Wasser und 0,5°/,iger HCl bis 
zur Erschépfung, wobei ausgefallene Flocken nochmals mit Eisessig jy 
Ather iibergefithrt werden, wind mit 4°/,iger HCl das Monoiithylhimato. 
porphyrin ausgezogen. Es wird mit NaOH wieder in Ather zuriickgetriehen, 
wobei auch vorhandene Essigsiiure méglichst neutralisiert wird. Dicge 
Operation wird 2 mal wiederholt, etwa auftretende Flocken werden entfernt. 
Zum Schlu8 wird in absolut peroxydfreien Ather iibergetrieben und griind- 
lichst mit destilliertem Wasser gewaschen. Man engt auf etwa 100 cem ein 
und dann im Reagenzglas weiter auf etwa 10 eem. Das Porphyrin fiillt 
dabei in gut filtrierbaren Flocken, jedoch ohne deutliche krystalline Struktur, 
Ausbeute etwa 0,3 g. Zur Analyse bei 45° im Vakuum getrocknet. 

5,020 mg Subst.: 12,700 mg CO,, 2,995 mg H,O. — 3,495 mg Subst.: 
0,285 ceem N (22°, 729 mm). 3,785 mg Subst. : 1,380 mg AgJ. 


CrgH ON, Ber. C 68,97 H 6,78 N 8,94 OC,H, 7,19 
Gef. ,, 69,00 ,, 6,68 ,, 9,05 » <0. 

Spektroskopische Daten: 

In Ather: I. 526; II. (599); ITT. 570; IV. &32...527; V. 497: 


End-Abs. 435 mu. 

Reihenfolge der Intensitiit: V, IV, I, III, Il. 

In n-HCl: I. 595; IT. 552. 

10. Imidazolmesoesterhimin. Zu einer Lisung von Mesochlor- 
himinester in Chloroform wird eine Lésung von Imidazol in 
Methylalkohol gegeben, wobei das Imidazolhimin alsbald in Form 
von teilweise verwachsenen Prismen krystallisiert, in analysen- 
reinem Zustand ausfallt. Leicht léslich in Chloroform, Pyridin, 
Alkohol und Methylalkohol, schwer in Aceton und Ather. Zur 
Analyse bei 80° im Vakuum getrocknet. 

4,780 mg Subst.: 10,820 mg CO,, 2,560 mg H,O, 0,490 mg Fe,Q,. 
3,245 mg Subst.: 0,392cem N (17°, 715mm). — 4,920mg Subst.: 0,835mg Ag(Cl. 

C,,H,0,N,FeCl + 2(C,H,N,) = C,.N,,0,N,FeCl 
Ber. C 61,49 H5,90 N 13,67 ©14,33 Fe 6,83 
Oo i , Se 4188 , 1 » Ut. 

11. Histidinamid-dichlorhydrat. /'reies Histidin wird in Methy|- 
alkohol gelést und die Lésung mit NH, gesiittigt. Nach mehr- 
tigigem Stehen wird im Vakuum abgedampft, der Riickstand mit 
wenig verdiinnter HCl aufgenommen und mit Aceton versetzt, 
wobei das Amidchlorhydrat in schénen Nadelbiischelchen aus- 
krystallisiert. Umkrystallisiert wird aus verdiinntem HCl-Aceton. 
Der Kérper ist leicht léslich in Wasser, schwer in organischen 
Lésungsmitteln. Schmelzp. 259° korr. Zur Analyse im Vakuum 
bei 45° getrocknet. 

6,280 mg Subst.: 7,280 mg CO,, 4,065 mg H,O. — 2,970 mg Subst.: 
0,658 eem N (19°, 713 mm). — 4,760 mg Subst.: 5,955 mg AgCl. 

C,H,,.N,OCI, Ber. C 31,71 H 5,33 N 24,68 (Cl 31,23 

Gef. , 81,62 ,, 546 ,, 24,80 ,, 80,95. 
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Beitrige zur Methylenblaufirbung der Hefezellen 
und Studien iiber die Permeabilitaét der Hefezellmembran. 


II. Mitteilung. 


Eine verbesserte Farbefliissigkeit zur Erkennung von toten Hefezellen. 


Von 
Hermann Fink und Rudolf Kiihles. 





(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Munchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1933.) 

Als ein wesentliches Ergebnis der letzten Mitteilung, gemeinsam 
mit F. Weinfurtner?), iiber dieses Thema haben wir die Tatsache 
hetrachtet, daB die Permeabilitiit der Hefezellmembran in elektrolyt- 
freier Lisung in Gegenwart von Zuckern in der Weise verindert 
wird, daB Methylenblau in wiBriger Liésung 1:10000 fast augenblick- 
lich auch in lebende Zellen einzudringen und dieselben tiefblau an- 
zufiirben vermag. Diese Disposition fiir die Farbstofiaufnahme kann 
durch geringen Salzzusatz wieder vollstiindig aufgehoben werden. 

Durch diese Befunde ist der Wert und die Brauchbarkeit 
der allgemein iiblichen und bisher anerkannten Fiirbemethode 
mit Methylenblau zur Unterscheidung von lebenden und toten 
Hefezellen stark eingeschriinkt worden, da beide Fille: Zucker- 
gegenwart und Salzarmut der Lésung sowohl bei wissenschattlicher 
wie praktischer Anwendung der Methode vorkommen kinnen. Bei 
der relativ langen Kinwirkungsdauer des Farbstoffs waihrend der 
Auszithlung von etlichen Hundert Zellen unter dem Mikroskop 
erhilt man dann Resultate mit erheblichen Fehlern. 

Bei der Umstiindlichkeit und Langwierigkeit der rein bio- 
logischen Methoden, welche der gleichen Feststellung dienen, schien 
aber eine zuverlissige und rasch durchfiihrbare Fiirbemethode zur 
Krkennung der toten Hefezellen nach wie vor ein dringendes Be- 
diirfnis zu sein. Wir haben uns deshalb die Aufgabe gestellt, 
eine Methylenblaulésung anzugeben, welcher die oben erwiihnten 
Nachteile nicht anhaften und die weitgehend richtige Werte zu 
liefern vermag. Der Weg dazu ist schon in unserer letzten Mitteilung 
angedeutet worden. Um das Ziel zu erreichen, muBten wir mit 
Experimenten noch weiter ausholen und haben zahlreiche Neutral- 


') Diese Z. 195, 215 (1931); ferner Wochenschrift fiir Brauerei 1930, 
$9, 110, 124; 1931, 159. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXVIII. 
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salze und andere Salze, insbesondere Phosphate auf ihre Kignung 
fiir diesen Zweck untersucht und dann die geeignete Konzentration 
von Salz und Farbstoff ermittelt. Bei der Priifung der einzelney 
Kombinationen wurden, wie in der ersten Mitteilung, auSer der 
Ausziihlung der gefirbten Zellen eudiometrische Girversuche heran- 
gezogen, bei denen wir an dem System: ,,Destilliertes Wasser- 
Zucker—Methylenblau“ die spezifische Wirkung der zugesetzten 
Salze in bestimmten Konzentrationen untersucht haben. 
Nachdem so unter den vielen theoretischen Méglichkeiten 
eine Auswahl getroffen war, wurde fiir die am geeignetsten he- 
fundenen Ansitze eine Priifung mit den biologischen Methoden 
Plattenkultur, Tropfenkultur usw. zur Erkennung der toten Zellen 
durchgefiihrt. Andererseits wurden die neuen salzhaltigen Methylen- 
blaulésungen auf ihre Stabilitiit (eventuelle Ausflockung des Farb- 
stofis) gepriift. Wir wollen hier auf die Wiedergabe des sehr um- 
fangreichen experimentellen Materials verzichten und gleich die 
verbesserte Methode zur Erkennung der toten Zellen angeben. 
Die neue Firbefliissigkeit enthilt wie die bisherige Methylen- 
blau in Verdiinnung 1: 10000, sie hat ein p,, von 4,6, erzeugt durch 
Phosphatpuffergemisch. Zu ihrer Herstellung wurden gleiche Volu- 
mina von Methylenblaulésung (Methylenblau Griibler med. pur.) 
1:5000 und Phosphatgemisch 0,25 ccm m/5 sekundirem Natrium- 
phosphat und 99,75 ccm m/5 primiirem Kaliumphosphat gemischt. 
Mit dieser Lisung ergab sich die beste Ubereinstimmung 
mit den nach den biologischen Methoden gefundenen Prozentsiitzen 
an toten Hefezellen. Ohne Pufferzusatz wurden meist héhere und 
von den biologischen Methoden erheblich abweichende Werte er- 
halten. Bei der Anwendung der gepufferten Farbstofflésung indert 
sich auch die Zahl der gefiirbten Zellen im Verlauf der immerhin 
einige Minuten dauernden Ausziihlung nur wenig, wiihrend bei der 
reinen Methylenblaulésung die Zahl der anfiirbbaren Zellen nach 
langerer Kinwirkung betriichtlich zunehmen kann. Die Bestiindig- 
keit gegen Ausflockung des Farbstofis und Pilzwachstum ist eine 
sehr hohe, fast unbegrenzte, wie sich bei zahlreichen Haltbarkeits- 
proben ergeben hat. Lediglich allzustarke Belichtung muB ver- 
mieden werden. Auch die reduzierende Wirkung der Hefezellen 
stért bei der ttblichen Durchfiihrung der Fiirbemethode mit Objekt- 
triiger und Deckglas in keiner Weise. Die hier empfohlene Firbe- 
fliissigkeit zeigt sich also in mehrfacher Hinsicht der bisher ge- 
briituchlichen iiberlegen. 
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Uber einige Abbauprodukte des Cholesterins. 


Von 
Hanns Lettré. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1933.) 


Unter den Abbauprodukten des Cholesterins, deren Deutung 
aut Grund der friiher angenommenen Strukturformel des Chole- 
sterins nicht gelingen wollte, finden sich einige Kohlenwasser- 
stofie, die aus Oxydationsprodukten von Cholesterinderivaten her- 
vestellt werden kénnen. Nachdem die Formel des Cholesterins 
durch die neueren Arbeiten’) sichergestellt ist, erscheint es er- 
wiinscht, derartige Reaktionen, die am Cholesterin durchgefiihrt 
wurden und deren Deutung noch aussteht, erneut zu iiberpriifen. 

Den ersten Kohlenwasserstoff dieser Gruppe haben Windaus 
und Resau?*) beobachtet, als sie Cholesten mit schwefelsaurer 
Permanganatlésung oxydierten. Aus dem sauren Anteil der Oxy- 
dationsprodukte lieB sich kein krystallisiertes Material isolieren. 
Bei der Vakuumdestillation der sauren Anteile wurde eine neutrale 
Substanz vom Schmelzp. 67° erhalten, die sich nach der Analyse 
als Kohlenwasserstoff erwies. Auf Grund von Molekulargewichts- 
bestimmung und Elementaranalyse erteilten Windaus und Resau 
dem Kohlenwasserstoff die Formel C,,H,,. Es braucht nicht be- 
sonders hervorgehoben zu werden, daB die analytischen Befunde 
(87,87°/, C, 12,39°/, H, M= 359) sich auch mit einer anderen 
Formel etwa C,,H,, vereinbaren lassen. Denselben Kohlenwasser- 
stoff hat E. Schulze’) erhalten, als er Cholesten mit Ozon be- 
handelte und den sauren Anteil der Spaltungsprodukte des Ozonids 
im Vakuum destillierte. Auch aus den sauren Anteilen der Oxy- 
dation des Cholestan-6-ons‘) mit Chromsiiureanhydrid liBt sich 
derselbe Stoff gewinnen.®) Ich habe ihn inzwischen auch aus den 


’) Literatur, Diese Z. 213, 147 (1932). 

* Ber. chem. Ges. 47, 1231 (1914). ‘) Dissertation, Géttingen 1928. 
*) Friiher als Cholestan-7-on bezeichnet. 

5) Ber. chem. Ges. 58, 492 (1920). 
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sauren Oxydationsprodukten gewonnen, die man bei der Einwirkung 
von Chromsiiureanhydrid auf Cholesten erhilt. Durch die positive 
Liebermann-Burchardsche Probe und durch sein Additions. 
vermégen gegeniiber Brom gibt sich der Kohlenwasserstoff als 
ungesiittigt zu erkennen. Bei der Hydrierung mit Platinschwary 
in Eisessiglésung addiert er rasch 1 Mol Wasserstoff und liefert 
einen gesiittigten Kohlenwasserstofi vom Schmelzp. 45° In iithe- 
rischer Lésung nimmt er nur langsam Wasserstoff auf und liefert 
einen stereoisomeren Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 80°. 

Windaus undResau!) beschreiben einen anderen ungesiittigten 
Kohlenwasserstoff, den sie erhielten, als sie Cholesterylacetat mit 
Chromsiureanhydrid oxydierten und den sauren Anteil der Oxy- 
dationsprodukte im Vakuum destillierten. Der Schmelzpunkt des 
Kohlenwasserstofis wurde zu 76° gefunden, die Drehung in Benzo! 
zu — 142,9°. Bei der katalytischen Hydrierung mit Platinschwar, 
addiert er 2 Mol Wasserstoff und liefert in Kisessiglésung den- 
selben gesiittigten Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 45°, den man 
auch aus dem einfach ungesittigten Kohlenwasserstoff unter diesen 
Bedingungen erhalt. Demgemii wurde die Formel C,,H,, fii 
ihn angenommen. Er liefert mit Brom ein gut krystallisiertes 
Dibromid. Diesen doppelt ungesiittigten Kohlenwasserstoft erhiilt 
man auch, wenn man 38-Chlorcholestan-6-on?) oder, wie ich fand, 
Cholesterylchlorid mit Chromsiiureanhydrid oxydiert und die sauren 
Oxydationsprodukte im Vakuum destilliert. 

Um zu einem Verstindnis der Art der Reaktion zu kommen, 
die zu der Bildung der Kohlenwasserstoffe fiihrt, erschien es zu- 
erst notwendig, die Formeln der Kohlenwasserstoffe einwandfrei 
festzulegen. Ich habe daher das schén krystallisierte Dibromid 
des Kohlenwasserstofts, Schmelzp. 76°, mehrfach dargestellt und 
analysiert. Hierbei hat sich mit voller Sicherheit ergeben, dai es 
die Formel C,,H,,Br, besitzt. Der doppelt ungesiittigte Kohlen- 
wasserstoff hat also die Formel C,,H,,, der einfach ungesiittigte 
die Formel C,,H,,. 

Es war bisher nicht gelungen, die Siuren, die man durch 
Kinwirkung von Oxydationsmitteln auf Cholesten erhilt, in kry- 
stallisierter Form zu fassen oder ein krystallines Derivat daraus 
herzustellen. Ich habe Cholesten mit Chromsiureanhydrid, mit 
schwefelsaurem Permanganat und mit Ozon oxydiert. Es gelang 


') Ber. chem. Ges. 48, 856 (1915). 
*) Ber. chem. Ges. 63, 493 (1920). 
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mir, aus jedem der 3 Oxydationsprodukte durch partielle Ver- 
esterung mit Methanol-Schwefelsiure einen schén krystallisierten 
Methylester vom Schmelzp. 102—103° zu isolieren. 

Durch die Elementaranalyse ergibt sich die Formel C,,H,,0,, 
d.h. es liegt der Methylester einer Siure C,,H,,O, (IV) vor, deren 
Entstehung aus Cholesten (II) man leicht erkliren kann. Das 
dritte Sauerstoffatom sollte als Ketogruppe vorliegen. Es gelang 
mir aber nicht, ein Ketonderivat aus dem Ester herzustellen.}) 
Auch bei der Reduktion nach Clemmensen wurde der Ester 
unveriindert zurtickgewonnen. Man kénnte daher den Stoff C,,H,.O, 
auch als ein Halbacetallacton formulieren (I), jedoch scheint mir 
die Tatsache, daB die Liebermann-Burchardsche Probe negativ 
ausfillt, gegen diese Formulierung zu sprechen. 

Bei der Behandlung mit alkoholischem Kali geht der Ester 
in den Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 67° iiber. Durch Salzsiiure 
in siedendem Eisessig wird der Ester verseift. Er liefert dabei 
eine Siiure, die ich nicht krystallisiert erhalten konnte. Mit Di- 
azomethan oder Methanol—Schwefelsiure bildet sich aus der Siiure 
der Ester zuriick. Bei der Vakuumdestillation der Siiure erhiilt 
man in 80°/, Ausbeute den Kohlenwasserstoff, Schmelzp. 67°. 

An Hand dieser Befunde kann man sich iiber die Bildung 
des Kohlenwasserstofis C,,H,, folgendes Bild machen: 

Aus Cholesten (II) oder Cholestan-6-on (III) entsteht die 
Siture C,,H,,0, (IV). Beim Erhitzen spaltet sich zwischen der 
Carbonylgruppe und der zum Carboxyl a-stiindigen Methylengruppe 
Wasser ab. Die so gebildete a@,f-ungesittigte Saure (V) geht 
weiter unter Kohlendioxydabspaltung in den Kohlenwasserstoff 
C,,H,, (VI) tiber. 

C,,H,,0, = C,,H,, + CO, + H,0. 

Der doppelt ungesittigte Kohlenwasserstoff entsteht in ganz 
analoger Weise. Die zweite Doppelbindung wird durch Abspaltung 
von Kssigsiure (beim Cholesterylacetat) oder von Chlorwasserstoff 
(beim Cholesterylchlorid und 8-Chlorcholestan-6-on) in das Molekiil 
gelegt. Das Ultraviolettspektrum dieses Kohlenwasserstoffes zeigt 
ein ausgesprochenes Maximum bei 248 mu, woraus man mit groBer 
Wahrscheinlichkeit auf konjugierte Lage der Doppelbindungen 
schlieBen kann. Hieraus ergibt sich fiir den doppelt ungesiittigten 
Kohlenwasserstoff Formelbild (VII). 


*) R. Kuhn und Brockmann, B. 65, 895 (1932) fanden einen analogen 
Fall beim f-Carotinon. Die einem quartiiren C-atom benachbarte Ketogruppe 
bildet kein Oxim. 
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In der Gallensiiurereihe ist ein ganz entsprechender Reak- I 
tionsverlauf schon friiher von Wieland gefunden worden. Ks lg 
handelt sich um den Ubergang der 12-Ketocholansiure in einen C: 
Kohlenwasserstoff, der als Dehydro-norcholen bezeichnet wird.) W 
Die Reaktion ist erst kiirzlich in dieser Zeitschrift formuliert a 
worden.’) I 
Windaus und Bohne’) haben die thermische Zersetzung : 
von 7- und 0-Ketosiuren untersucht und gefunden, daf diese 
unter gewissen sterischen Voraussetzungen hierbei in Enollactone 
iibergehen. Bei den hier untersuchten ¢-Ketosiuren tritt diese ‘ 
Reaktion gegeniiber der innermolekularen Perkinschen Reaktion ‘ 
in den Hintergrund. Dasselbe gilt fiir die 12-Ketocholansaure, - 
a eee 8 
} 
1) Diese Z. 150, 273 (1925); 186, 229 (1930). k 


2) Diese Z. 216, 91 (19383). 
8) Liebigs Ann. 442, 7 (1925). 





JOOR 








Uber einige Abbauprodukte des Cholesterins. 71 


eine y-Ketosiure. Bei der Verwendung der thermischen Zersetzung 
der Ketosiuren als diagnostisches Hilfsmittel zur Konstitutions- 
ermittlung wird man diese Reaktionsméglichkeit in Betracht ziehen 
miissen. 

Herrn Prof. Windaus danke ich fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und seine Unterstiitzung. 


Versuchsteil. 


Analyse des Dibromids des Kohlenwasserstofis vom Schmelz- 
punkt 76°. Das Dibromid wurde nach der von Windaus und Resau 
angegebenen Vorschrift [Ber. chem. Ges. 48. 856 (1915)] dargestellt. 

Priiparat I. Schmelzp. 146°. 

5,104 mg Subst.: 11,390 mg CO,, 3,710 mg H,O. — 10,755 mg Subst. : 
7,880 mg AgBr. 

Gef. C 60,85 H8,13 Br 31,18. 
Priiparat II. Schmelzp. 146—147°. 

5,042 mg Subst.: 11,230 mg CO,, 3,680 mg H,O. — 10,355 mg Subst.: 
7,620 mg AgBr. 

Gef. C 60,73 H 8,17 Br 31,32. 

4,830 mg Subst.: 10,740 mg CO,, 3,490 mg H,O. — 3,477 mg Subst.: 
1,090 mg Br. 


Fiir C,,H,,Br, Gef. C 60,64 H 8,09 Br 31,40 
Ber. ,, 59,98 ,, 8,06 ,, 31,96 
Fiir C,,H,,Br, » pp O88 , 823 , 81,08. 


Darstellung des Esters C,.H,,0,. 10g Cholesten werden mit 
500 ccm Eisessig auf 80° gehalten. Kine Lésung von 14 g CrO, 
in 10 ccm Wasser und 80 ccm Hisessig wird im Laufe von 2 Stunden 
langsam hinzugetropft. Das Oxydationsgemisch wird im Vakuum 
eingeengt und in Ather aufgenommen. Nach Waschen mit Wasser 
werden die sauren Bestandteile mit 2n-Natronlauge aus der 
iitherischen Schicht entfernt. Es wurden 6,7 g saure Produkte in 
Form eines braunen Sirups gewonnen. (Destilliert man diese 
Produkte im Vakuum, so erhalt man den einfach ungesiittigten 
Kohlenwasserstoff, Schmelzp. 67°.) 

Die Siuren wurden mit einer Mischung von 100 ccm Methanol 
und 10 cem konzentrierter Schwefelsiiure 4 Stunden zum Sieden 
erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde in Wasser gegossen und in 
Ather aufgenommen. Die iitherische Lisung wurde mit Wasser 
gewaschen und mit 2 n-Natronlauge von unveriinderten sauren 
Bestandteilen befreit. Der Riickstand der Atherischen Lisung (4,6 g) 
krystallisierte allmahlich. Durch Umkrystallisieren aus Methyl- 
alkohol wurden 2,1 g breite Nadeln vom Schmelzp. 102—103° 
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erhalten. Die Substanz ist leicht léslich in Ather, Aceton, Chloro- 
form und heiBem Methylalkohol, schwer léslich in kaltem Methy|- 
alkohol und unléslich in Wasser. Beim Zusatz von Essigsiiure- 
anhydrid und konzentrierter Schwefelsiiure zu der Chloroformlésuns 
der Substanz tritt keine Farbung auf. Brom in Eisessiglésuns 
wird yon der Substanz nicht entfirbt. 

3,298 mg Subst: 9,390 mg CO,, 3,310 mg H,0. 


C,,H,,9, Ber. C 77,71 H 11,19 Gef. C 77,65 H 11,23. 
0,0314 g Subst.: 2 eem Chloroform. 
l=idm. «=+1,63°% [a]?° = + 103,8°. 


Aus den sauren Produkten, die man bei der Oxydation des Cholestens 
mit schwefelsaurem Permanganat erhiilt [vg]. Windaus und Resau, Ber. 
chem. Ges. 47, 1231 (1914)], konnte ich in gleicher Weise den Stoff yom 
Schmelzp. 102—103° isolieren. 

Ozonisierung des Cholestens. 5 g Cholesten wurden in 75 ccm 
hochsiedendem Petrolither gelést und solange (2 Stunden) mit 
Ozon behandelt, bis eine Probe eine verdiinnte Brom-Kisessiglésung 
nicht mehr entfirbte. Der Petroliither wurde zur Halfte abgedampft. 
Der Riickstand wurde mit 30 ccm Wasser und 2 ccm Perhydrol 
einige Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt. Das Reaktionsprodukt 
wurde in Ather aufgenommen und der saure Anteil in der iiblichen 
Weise isoliert = 3,5 g. Diese Siuren wurden mit der Mischung 
von 75 ccm Methanol und 7,5 ccm konzentrierter Schwefelsiiure 
3 Stunden unter RiickfluB gekocht. Aus dem hierbei gewonnenen 
neutralen Anteil (= 2,4 g) konnte der Stoff vom Schmelzp. 102 
bis 103° isoliert werden. 

Versuche zur Darstellung von Ketonderivaten aus dem Ester. 
Der Ester wurde in methylalkoholischer Lésung 8 Stunden mit einer Lésung 
von Semicarbazidacetat gekocht. Er war hiernach unveriindert zuriickzu- 
gewinnen. 

Der Ester wurde in alkohoiischer Lisung 3 Stunden mit einer Lésung 
von Hydroxylaminacetat gekocht, auch hierbei wurde der unveriinderte 
Ester wiedergewonnen. 

Bei der Reduktion des Esters nach Clemmensen wurde eine nicht 


krystallisierende Siiure erhalten, die bei der Veresterung mit Methanol-Schwefel- 
siiure den Ester zuriicklieferte. 


Darstellung des Kohlenwasserstoffs vom Schmelzp. 67° aus dem 
Ester. 350 mg des Esters wurden mit 50 ccm Eisessig und 10 ccm 
konzentrierter Salzsiure 3 Stunden zum Sieden erhitzt. Die 
Lésung wurde in Wasser gegossen und ausgeiithert. Die iitherische 
Schicht wurde mit Wasser gewaschen und mit 2 n-Natronlauge 
in saure und neutrale Anteile zerlegt. Der neutrale Anteil bestand 
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aus unverindertem Ester. Der saure Anteil (180 mg) bildet einen 
nicht krystallisierten hellen Sirup, aus dem durch Behandlung 
mit iitherischer Diazomethanlésung der Ester zuriickgewonnen wird. 

Der Sirup wurde bei 14mm Druck erhitzt. Zwischen 240 
und 260° destilliert ein helles Ol iiber, das im Retortenhals zu 
erstarren beginnt. Durch Umkrystallisation aus Ather-Methylalkohol 
wurden lange Nadeln vom Schmelzp. 67° erhalten. 


4,198 mg Subst.: 13,450 mg CO,, 4,790 mg H,0. 


Cog Has Ber. C 87,56 H 12,43 Gef. C 87,38 H 12,76. 
0,0243 g Subst.: 2 cem Chloroform. 
l=idm. a =—1,35° [a]2° =— 111,1°. 


Krhitzt man den Ester mit methylalkoholischer Kalilauge 
2? Stunden unter RiickfluB, erhilt man im Neutralteil denselben 
Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 67°. 


Darstellung des Kohlenwasserstoffs vom Schmelzp. 76° aus 
Cholesterylehlorid. Die sauren Produkte, die man bei der Kinwirkung 
von Chromsiiureanhydrid auf Cholesterylchlorid nach der Vorschrift 
von Mauthner und Suida [M. 17, 599 (1896)] gewinnt, wurden 
im Vakuum bei 240—260° destilliert. Man gewinnt ein hellbraunes 
Destillat, das nach der Befreiung von sauren Anteilen aus Ather- 
Methylalkohol leicht krystallisiert erhalten werden kann. Man 
erhilt schéne Nadeln vom Schmelzp. 75°, die mit einem aus 
Cholesterylacetat hergestellten Vergleichspriparat keine Schmelz- 
punktserniedrigung geben. 














Uber die Gliederzahl des Ringes B im Cholesterin. 
Von 


0. Stange. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1933.) 


Zur Bestimmung der Gliederzahl von Ringen ist vielfach das 
thermische Verhalten der durch Aufspaltung entstehenden Dicarbon- 
siuren herangezogen worden. Die Blancsche Regel sagt dariiber, 
daB beim Erhitzen von Dicarbonsiiuren mit Essigsiureanhydrid 
auf Temperaturen von etwa 250—300° die Saéuren der Bernstein- 
und Glutarsiurereihe Anhydride liefern, die Siuren der Adipin- 
und Pimelisiurereihe dagegen cyklische Ketone. Die Blancsche 
Regel erleidet indessen, wie Windaus mehrmals hervorgehoben 
hat!), Ausnahmen. Zwar ist noch niemals beobachtet worden, daf 


eine Dicarbonsiure der Bernstein- oder Glutarsiiurereihe unter 


den genannten Bedingungen ein Cyclo-propanon- oder Cyclo- 
butanonderivat geliefert hitte. Dagegen hat man aus Siuren der 
Adipinsiurereihe, z. B. «, a, ¢’, «'-Tetramethyladipinsiure, bei der 
thermischen Spaltung nur die Bildung eines monomolekularen 
Anhydrids beobachtet, wihrend die Ketonbildung ausblieb.”) Will 
man hier zwischen der Glutarsiiure- und Adipinsiureformel ent- 
scheiden, mu8 man auf die alte Methode der thermischen Zer- 
setzung zuriickgehen, die Calcium- oder Bariumsalze der betreffen- 
den Siuren als Ausgangsmaterial verwendet; sie scheint eine 
einwandfreie Entscheidung zu erméglichen. 

Da iiber die Gliederzahl des Ringes B im Cholesterin noch 
immer Meinungsverschiedenheiten bestehen, habe ich die aus dem 
Cholestan-6-on oder Cholestan-7-on entstehende Dicarbonsiiure 
C,,H,,0,.in ihr neutrales Bariumsalz iibergefiihrt und dieses der 
thermischen Zersetzung unterworfen. Es lieB sich ein neutraler 
Stoff isolieren, der sich in der Tat als das Brenzketon C,,H,,0 
erwies. 


1) Diese Z. 130, 116 (1923). 
*) Farmer und Kracovski, Chem. Soe. 1927, 680. 
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C,H, CH, 
ra 
CH, CH, CH CH, CH, CH 
ll ah at a Lg, 
CH, C CH, CH, C CH, 
| | | | | | 
CH, CH, CH CH--——-CH, -> CH, CH, CH CH———CH, 
a Pi de 
Ca, C CH CH, C CH 
; | | | | | 
CH, CH COOH CH, CH——- CO 
Yi i. i ail 
CH, COOH CH, 
Dicarbonsiiure C,,H,,O, Brenzketon C,,H,,O0 


Die Ketogruppe lieB sich durch die Bildung eines Oxims 
nachweisen. — Dadurch ist die Sechsringnatur des Ringes B be- 
wiesen. Die Auffassung von Crigee, da’ Ring B ein Fiinfring 
sein diirfte, kann demnach nicht zutreffen.’) (Vgl. dazu auch die 
vorstehende Arbeit von H. Lettré.) 





Versuchsteil. 


Darstellung des Bariumsalzes der Dicarbonsiiure ©,,H,,O,: 3¢ 
Siiure werden mit etwa 150 ccm 40°/, igem waBrigem Methyl- 
alkohol tibergossen und bei 40—50° mit 5°/, iger Kalilauge gegen 
Phenolphthalein titriert. Es ist hierbei notwendig, den Endpunkt 
der Titration genau einzuhalten, da ein Alkaligehalt des Barium- 
salzes die Ketonbildung stérend beeinfluBt. Nach der so erfolgten 
Neutralisation wird mit dem Doppelten der berechneten Menge 
Bariumchlorid gefillt. Das Bariumsalz der Dicarbonsiure fillt 
sofort. Es wird mit viel Wasser gut ausgewaschen und ist nach 
dem Trocknen fiir die weiteren Versuche zu verwenden. 


Thermische Zersetzung des Bariumsalzes: Die thermische Zer- 
setzung wird in kleinen Retorten in Anteilen von 1 g vorgenommen. 
Die Zersetzungstemperatur betrigt 390—400°, der Druck 1—2 mm. 
Die Dauer einer Destillation betrigt 3—4 Stunden. Das iiber- 
destillierte, gelbe Ol, das schon teilweise mit Krystallen durch- 
setzt ist, wird mit Ather herausgelést und nach dem Vertreiben 
desselben aus Aceton, dem bis zur beginnenden Triibung Wasser 
zugesetzt wird, bei Eisschranktemperatur zur Krystallisation ge- 
bracht. Die Krystallisation erfolgt nach wenigen Minuten. Nach 
zweimaligem Umkrystallisieren sind Schmelzpunkt und Drehung 





*) Chem. Ber. 65, 1770 (1932). 
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konstant. Das Keton krystallisiert in gut ausgebildeten Nadely 
und zeigt einen Schmelzp. 93°. Ausbeute an reinem Material 
betriigt etwa 30°/, der theoretisch zu erwartenden Menge. 

3,919 mg Subst.: 4,170 mg H,O, 12,010 mg CO,. 

C,,H,,0 Ber. C 83,79 H 11,91 Gef. C 83,56 H 11,91 

0,0112 g Subst.: 2 eem Chloroform 
Z=1dm, a@=+0,40, [a]? = + 35,7. 

Darstellung des Oxims. 0,2 g Keton werden in 30 com warmem 
Methylalkohol gelést und mit einer konzentrierten waBrigen Lésung yon 
0,2 g Hydroxylaminchlorhydrat und 0,2 g Natriumacetat versetzt. Die 
Lésung bleibt nach Zugabe klar. Sie wird etwa 3 Stunden auf dem Wasser- 
bad unter RiickfluB gekocht. Schon nach '/, Stunde beginnt das Oxim sich 
auszuscheiden. Es wird aus Methanol umkrystallisiert und so feine Nadely 
erhalten, die bei 186° schmelzen. 

4,214 mg Subst.: 4,410 mg H,O, 12,440 mg CO,. — 6,016 mg Subst.: 
0,196 cem N, (749 mm, 21°). 

C,,H,,NOH Ber. C 80,55 H 11,71 N 3,62 
Gef. C 80,50 H 11,70 N 3,73. 


Ich danke Herrn Prof. Windaus fiir die Unterstiitzung und Leitung 
meiner Versuche. 
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Uber pankreatisches Desmo-trypsin. 
(II. Abhandlung’): Zur Kenntnis zellgebundener Enzyme 
der Gewebe und Driisen.) 


Von 


Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1933.) 


Theoretisecher Teil. 


Das Trypsin der Pankreasdriise finden wir bei Ausschaltung 
autolytischer Vorgiinge in Wasser oder Glycerin nicht vollstindig, 
sondern nur zum gréBeren Teil léslich. Behandelt man die frisch 
verarbeitete und vorsichtig getrocknete Driise von Tieren ver- 
schiedener Arten mehrere Male mit Glycerin, dann kommt man 
zu einem prizisen Ende: die Gewebsreste bleiben enzymhaltig. 
Der unlésliche Anteil ,,Desmotrypsin“ betrigt zwischen 20 und 
30°/, der ganzen Enzymmenge; er ist begleitet von Desmopepti- 
dasen. Das unlésliche Enzym liegt in vollkommen inaktivem Zu- 
stand vor. Es liBt sich durch Enterokinase aktivieren, iihnlich, 
aber erheblich langsamer als Lyotrypsin. Das Desmotrypsin 
ermangelt aber nicht der Kinase, sondern es befindet sich in 
einem Komplex mit der inaktiven Vorstufe der Enterokinase, der 
von EK. Waldschmidt-Leitz?) entdeckten Prokinase. Denn beim 
Stehen mit wasserhaltigem (nicht mit wasserfreiem) Glycerin wird 
das Desmotrypsin aktiviert, partiell aktiv in Tagen, vollaktiv in 
wenigen Wochen; es bedarf also nicht zusiitzlicher Kinase. Es 
geht dabei ,,autotryptisch* mehr und mehr in Lésung. 

Das Desmotrypsin ist nicht einheitlich, es entspricht darin 
den schon bekannten Desmoenzymen. Es ist bei 0° zu einem 
betrichtlichen Teile léslich in anniihernd neutralen Elektrolyt- 
lisungen, z. B. Citrat und Acetat, ferner in Natriumcarbonat und 
Salzsiure. Die in Salzen lésliche Fraktion « ist auch in Soda 

‘) Erste Mitteilung: Diese Z. 208, 258 (1932). 

*) Diese Z. 132, 181 (1924) und zwar S. 191. 
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und in Siéure léslich. Aber die nach vollstiindigem Abtrennen 
der salzléslichen Fraktion tibrigbleibende Fraktion (# ist nur in 
verdiinnter Soda sowie Salzsiiure léslich. 

Hier sei an eine bemerkenswerte friihe Beobachtung von 
O. Loew’) erinnert, die lange vereinzelt blieb: die Unterscheidung 
zwischen zwei Arten von Katalase (« und f) aus Tabaksblittern 
und anderen Pflanzen, zwischen einer in Wasser léslichen (f) und 
einer unléslichen (a), die zur Auflésung Soda erfordert. (-Katalase 
wird von Loew als eine Albumose, « als Verbindung mit einem 
Nucleoproteid angesehen. 


Der Vergleich der Lyo- und Desmoenzyme von einem der 
untersuchten Beispiele zum anderen zeigt, dab die protoplasmatischie 
Verankerung je nach der Funktion der Zellen und Driisen ab- 
gestuft ist. Die Leukocyten, nicht eingerichtet fiir Sezernierung 
von Enzymen, enthalten Trypsin?) oft auch Amylase ®) tiberwiegend 
in unléslichem Zustand. Fraktionen dieser Desmoenzyme lieSen 
sich unterscheiden, nimlich je eine elektrolytlésliche, eine weitere 
nur durch Papainwirkung lésbare und eine durch Elektrolyte 
sowie Papain nicht angreifbare noch fester verankerte Fraktion. 


Zwischen diesen leukocytiiren und den neuerdings unter- 
suchten pankreatischen Desmoenzymen, die sekretionsbereit, ver- 
haltnismiBig leicht auflésbar vorkommen, stehen Desmopepsin 
und -kathepsin der Magenschleimhaut.*) Diese ist histologisch 
uneinheitlicher als die Pankreasdriise. Es sind die Magendriisen 
und die Schleimhaut, die enzymchemisch zusammen verarbeitet 
werden; ihre teils mehr, teils weniger sekretionsbereiten Enzyme 
sind vermischt. Ihre Desmoenzyme sind nur zum kleineren Teil 
elektrolytléslich (in Salzsiiure schon bei 0°), andernteils erst durch 
Proteolyse auflésbar. 


Verschieden davon ist im Sprobpilz der Zustand zucker- 
spaltender Enzyme. Hier ist das ,,Endoenzym“*), solange auto- 
lytische Vorgiinge fern gehalten werden, vor Herausdiffundieren 
und Auflésung in vollkommener Weise allein durch die Zell- 
membran geschtitzt, die sowohl amylolytisch wie proteolytisch 
(durch Papain) abgebaut werden kann und als Kohlehydratprotein 
zu erkliren ist. 


1) U. S. Dept. of Agriculture, Report Nr. 68 (1901): ,,Catalase, a new 
enzym of general occurence.“ 

3) Diese Z. 204, 181 (1931/1932). *) Diese Z. 203, 189 (1931). 
*) Diese Z. 208, 258 (1932). ®) Diese Z. 209, 41 (1932). 
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Der Vergleich der Lyo- mit den Desmoenzymen scheint uns 
bedeutsam fiir die zwischen Herrn J. H.Northrop und uns dis- 
kutierte Frage von der EiweiBnatur') des Pepsins und Trypsins, 
wie wir schon in zwei fritheren Abhandlungen?) ausgefiihrt haben. 
In den Glycerinausziigen der Pankreasdriise schleppt Lyotrypsin 
viel EiweiSballast mit. Desmotrypsin gibt ebenfalls starke Protein- 
reaktionen und auch beim Auflésen in Elektrolytlésungen und 
Ausfillen behalt es Proteineigenschaften. Aber durch autotryp- 
tische-Auflésung bildet es reineres Lyotrypsin, natiirlich glycerin- 
lésliches, das schon ohne besondere Reinigung nur ganz schwache 
KiweiBreaktionen zeigt. Falls dieses Enzym, ideal gereinigt, 
dennoch ein Protein sein sollte, so diirfte es im Verhiltnis vom 
Proteingehalt zur Aktivitiit nicht dem krystallisierten ‘Trypsin- 
protein von J. H. Northrop und M. Kunitz?) und dem krystalli- 
sierten Pepsinprotein von J. H. Northrop‘) entsprechen. Die 
groBen Proteingehalte dieser schénen Priiparate sind nicht das, 
was wir unter kolloidem Triiger eines Enzyms verstehen. Sondern: 
»VJas Enzym, aus einer aktiven Gruppe und dem notwendigen 
kolloiden Traiger noch unbekannter Art bestehend, kann mit ver- 
schiedenen anderen hochmolekularen Stoffen assoziiert, z. B. zu- 
sammen mit Proteinen in Form von festen Lésungen oder von 
Adsorptionsverbindungen auftreten, oder sein kolloider Triiger 
kann mit weiteren KiweiSgruppen oder anderen hochmolekularen 
Stoffen chemisch verbunden sein.“ 

Unsere Beobachtungen sollen die vor kurzem von H. Dycker- 
hoff und G. Tewes*) sowie von E. Waldschmidt-Leitz und 
K. Kofranyi®) veréffentlichten wichtigen Ergebnisse iiber Ab- 
trennung der Proteinasen von den nativen Proteinen ergiinzen. 


Experimenteller Teil. 
| Zur Trypsinbestimmung. Die Analyse von Desmo- wie von 
Lyotrypsin erfolgt durch alkoholisch-alkalimetrische Messung der 


) Vgl. betr. der EiweiBnatur der Hefesaccharase und der Pankreas- 
amylase die FuBnote unserer I. Abhandlung, Diese Z. 208, 263 (1932). 

Wenn dieser Einblick in die Konstitution eines Enzyms auch von 
negativer Art ist, so schreitet er doch unserer Kenntnis des Insulins 
voraus und verdient fiir dieses Beachtung. 

*) Diese Z. 204, 185 (1932) und 208, 260 (1932). 

*) J. Gen. Physiol. 16, 267—348 (1932). 

*) J. Gen. Physiol. 13, 739 (1930); 13, 767 (1930); 14, 713 (1931). 

*) Diese Z. 215, 93 (1933). 

*) Naturwiss. 21, 201 (1933); Sitzungsber. Bayer. Akad. d. Wiss. 1933, 
Sitzung vom 4. Februar 1933. 
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Caseinspaltung nach der XV. Abhandlung iiber Pankreasenzyme,') 
Unsere, Titrationsprobe von nur 5 ccm enthalt 2,5 ccm 6°/ ige 
Caseinlisung und 1 ccm n-NH,/NH,Cl-Puffer (1:1). Die Titration 
geschah mit n/20-alkoholischer Lauge und die Zahlen wurden 
zur Angleichung an die Definition der T’-/e.) auf die Titrations- 
probe von 10 ccm und auf n/5-KOH umgerechnet-. 

Aktivierung. Die aus den Erfahrungen von EK. Wali- 
schmidt-Leitz?) ttber Enterokinase hervorgegangene Aktivierungs- 
zeit von 30 Minuten ist fiir Desmotrypsin unzureichend, sellst 
bei Anwendung von unverhiltnismiifbig viel Kinase. 

10 mg eines gewodhnlichen Pankreaspriiparates, enthaltend 
1,20 T.-(e.), fanden wir durch 0,8 mg Kinase in 30 Minuten yoll- 
aktiviert, wabrscheinlich hatte weniger Kinase gereicht. 

Hingegen ergab sich mit 30 mg Desmotrypsin, 1,18 T\-(c.) 
enthaltend, innerhalb 39 Minuten durch 2,4 mg Kinase nur Akti- 
vierung zu 0,80 T.-(e.), durch 3,6 mg Kinase zum Betrag von 1,0, 
durch 4,8 mg zu 1,09 T.-(e.). 

Dieselbe Menge Desmotrypsin wurde hingegen in 90 Minuten 
schon durch 1,2 mg Kinase vollaktiviert, nimlich zum Wert von 
1,18 T’.-(e.). 

Die Reaktionsgeschwindigkeit des Komplexes Desmotrypsin- 
Prokinase mit zusitzlicher Kinase ist geringer als die von Lyo- 
trypsin. 

Inkonstanz der Menge—Umsatzbeziehung. Als wir 
die mit Waldschmidt-Leitz, Dufaiturria und Kiinstner*) 
verdffentlichte Kurve, welche die Abhingigkeit des Spaltungsgrades 
von der Enzymmenge ausdriickt, unseren Bestimmungen zugrunde 
legten, begegneten wir bei Anwendung mancher Trypsinpraparate 
stérenden, betrichtlichen Differenzen, wenn wir die Trypsinmengen 
aus verschiedenen Umsiitzen (> oder < 1,05 ccm 0,2 n-KOH) 
herleiteten. So fanden wir z. B. in 20 mg eines Pankreaspriipa- 
rates in der Titrationsprobe von 10 ccm 1,21 'T’-(e.), in 10 mg 
dagegen nicht 0,60, sondern 0,84 (e.). Nach Aufstellung der Menge- 
Umsatzkurve dieses Priparates (in Fig. 1 zusammen mit der 
Kurve von Abhandl, XV) ergaben sich folgende Unterschiede: 

5 mg enth. nach besond. Kurve d. Priip. 0,33, nach d. alt. Kurve 0,46 T.-(e.) 


10mg _s,, 6 - Se. | ee .. 0,84 T.-(e.) 
20mg s,, ~ ” i tie. hp. A: eke ae a » 1,21 T.-(e.) 
30 mg ? 99 ”? 3 9 39 2,00, 33 4s 33 ss 1,72 T.-(e.) 


G. Kiinstner, Diese Z. 161, 191 (1926). 
*) Diese Z. 182, 181 (1924) und zwar 8.207. ‘%) Diese Z. 161, 207 (1926). 
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Die Werte nach der alten Kurve entiernen sich um + 39, 
427, —8 und —9°/, von den aus der besonderen Kurve ab- 
geleiteten. Die Abweichungen sind besonders groB bei den kleinen 
Enzymmengen, mit denen man die Messung vorzunehmen pflegt. 


Das eben angetiihrte Priiparat war besonders enzymarm. 


Nicht 


bei allen Priiparaten indessen sind die Unterschiede so bedeutend. 
So betrugen z. B. bei einer anderen, enzymreicheren Pankreas- 
probe die analog berechneten Differenzen nur ~ 12°/, bei 0,30 T.-(e.), 


—10°/, bei 0,5, + 6°/, bei 1,50 T-(e.. 
Tabelle I. 


Trypsinmenge und Grad der Caseinspaltung (ccm 0,2 n-KOH) bei ver- 
schiedenen Priiparaten. 1 T.-(e.) gemiB der Definition entspr. 1,05 ecm. 

















= ' <iaantade ages 
Pankreas, gions on Glyce- ; 
Pankreas, sammel- |Desmo-| “ypsin rin- | Gycerin- 
etr. vom getr. vor! priiparat trypsin | 248 Pan- auszu auszug 
T.-(e.) [Be Schwein | Nr. II, yP kreas v. sae rag 
y A] ° Ng . § y 
(1. VI.) (21. IV.) Schwein | Nr. II Nr. III Nr. {2% Nr. I 
(1. VI.) (15. VI.) 
0,30 0,36 | 0,40 0,50 | 0,43 | 0,40 0,39 0,36 
0,50 0,59 0,67 0,73 0,66 0,68 0,65 0,60 
0,75 0,85 | 0,86 0,94 | 0,87 0,89 0,85 0,87 
1,50 | (ca.1,31) | 1,32 1,28 1,39 1,30 1,29 | (ca. 1,38) 
2,00 an 1,60 1,51 oe 1,52 ae — 
3,00 — 1,89 —- —— — — ae 























Ks ist daher fiir genauere Bestimmungen erforderlich, fiir 
das gegebene Einzelpriiparat die besondere Menge—Umsatzkurve 
aufzustellen. Wir sind in vielen Fillen so vorgegangen. Dabei 
traten zwischen Lyo- und Desmotrypsin keine wesentlichen Unter- 
schiede zutage, keine gréSeren als bei Pankreasdriisen von einem 
Fall zum anderen. Die fiir verschiedene Darstellungen, niimlich 
getrocknete Driisen, Glycerinausziige und Desmopriparate ermittelte 
Beziehung zwischen der Caseinspaltung und der Enzymmenge sind in 
der Tab. I zusammengestellt. Sie haben zusammen mit den Werten 
fiir einige weitere Beispiele — insgesamt lagen 10 Kurven vor — 
die Aufstellung einer mittleren Kurve erméglicht (Fig. 2), die sich 
fir die Bestimmung verschiedener Trypsinpriiparate besser eignet 
als die friher veréffentlichte Einzelkurve. Bei Anwendung der 
Mittelwertskurve betrugen die Abweichungen mit geringen Trypsin- 
mengen héchstens 25°/,, mit gréBeren Mengen (etwa 1,5 Einheiten 
4—5°/,. Es empfiehlt sich, den Kurvenbereich zwischen 0,5 und 
1,2 Kinheiten aufzusuchen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXVIII ° 6 
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Fig. 1. 
Trypsinmenge und Umsatz (mit Casein, 20 Minuten). 
I. Kurve fiir eine neue Pankreassammelprobe. 
Il. Kurve fiir einen Glycerinauszug der XV. Abhandl. iiber Pankreasenzyme. 
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Fig. 2, 
Trypsinmenge und Spaltungsgrad (mit Casein, 20 Minuten) 
I. Mittelwertskurve aus 10 Kurven. 
II. Kurve der XV. Abhandl. tiber Pankreasenzyme. 


Darstellung von Desmotrypsin aus Pankreas. Unsere Arbcits- 
methode beruhte auf den Erfahrungen der Untersuchung .,Uber Desmo 
und Lyotrypsine der farblosen Blutkérperchen“.') Einige der Verbesserungen 
der priparativen Technik waren zur Vermeidung autolytischer Vorginge | 
belangreich. Nicht wasserhaltiges, sondern 100°/,iges Glycerin gibt beim | 
Extrahieren der Pankreasdriise die sichersten Resultate; der Unterschied ist 
indessen nicht gro’. Wichtiger ist es, zur Abtrennung eines Extraktes von | 
den Organresten die Glycerinsuspension stark abzukiihlen, ehe sie mit dem 





') Diese Z. 204, 181 (1932). 
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doppelten Volumen Wasser von 0° verdiinnt wird, und dann das Zentri- 
fugieren behufs erneuter Kithlung mehrmals zu unterbrechen, da wir nicht 
iiber Zentrifugen mit Innenkiihlung verfiigen. Um aufeinanderfolgende 
Ausziige unter Wasserausschlu8 zu bereiten, muBten die Organreste jedes- 
mal nach Abtrennung eines Glycerinextraktes von neuem mit Alkohol, 
Aceton und Ather entwiissert werden. Zu vermeiden war das Zerkleinern 
der wasserhaltigen Driise mittels der Fleischmaschine. Die Driisen wurden 
entweder im ganzen, wobei die Durchdringung mit Aceton zu lange dauert, 
oder besser in Scheiben zerschnitten zum Entwiissern in Aceton eingelegt, 
Zur Zerkleinerung des Trockenmaterials begniigten wir uns, es vorsichtig im 
Moérser zu zerreiben und durch ein Haarsieb zu driicken. Dreimaliges Aus- 
zichen mit Glycerin entfernte alles Lyotrypsin; zur Sicherheit nahmen wir 
eine 4, Extraktion vor, bei der keine deutlich nachweisbaren Enzymmengen 
mehr in Lésung gingen. 


Die Tab. 2 verzeichnet eine Anzahl solcher Versuche, von denen 
Nr. 4, 9 und 12 maSgebende Beispiele des ausgearbeiteten Ver- 
fahrens sind. Die Pankreasdriise vom Schwein, Hund und Pferd 
enthilt einen Anteil des Trypsins, der in Glycerin unléslich oder 
auBerordentlich schwer léslich ist, zum Unterschied vom gréBeren 
Teil des Trypsins. Die praktisch erzielten Ausbeuten am Desmo- 
trypsin, welche die Tab. 2 verzeichnet, von 13—18°/, des gesamten 
Trypsins der Pankreasdriise, driicken keineswegs den wahren 
Gehalt an Desmoenzym aus, da bei den zahlreichen Operationen 
z. B. viermaligem Extrahieren mit Zwischenisolierung in der 
Zentrifuge und Zwischentrocknung Verluste unvermeidlich sind. 
Schitzungsweise mag der wirkliche Gehalt der Driise an Desmo- 
enzym in diesen Versuchen zwischen 20 und 30°/, betragen haben. 

Das Mengenverhiiltnis des Enzyms zu den Begleitstoffen indert 
sich stindig beim Behandeln des Driisenmaterials mit Glycerin. 
Die tryptische Konzentration der Organreste nach dem sorgfiltigen 
Behandeln mit wasserfreiem Glycerin betrug beispielsweise ein 
Drittel von derjenigen des Ausgangsmaterials. War die Dauer der 
Extraktionen, namentlich der ersten, zu kurz, nur einige Stunden, 
s0 bleibt die enzymatische Konzentration verhiltnismaBig hoch, 
z. B. 50°/, von der im Ausgangsmaterial, und die Ausbeute an 
Desmoenzym fallt héher aus als bei langdauernden ersten Behand- 
lungen mit Glycerin. Es scheint, daB es schwerer lésliche Anteile 
des Trypsins gibt, die in der Lésung der Begleitstoffe in Glycerin 
leichter als in reinem Glycerin in Lésung gehen. Aber die Glycerin- 
léslichkeit des Trypsins ist nicht etwa nur durch seine Begleit- 
stoffe bedingt; vielmehr zeigen die aus Glycerinausziigen gefiillten 
und die von Glycerin ungelésten Fraktionen des Trypsins bedeutende 
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Durch 86°/,iges Glycerin werden unter gleichen Umstiinden 
griBere Anteile vom Gesamttrypsin in Lésung ) iibergefiithrt als durch 
100°/,iges. Fiir priparative Zwecke ist aber die Anwendung des 
wasserhaltigen Lésungsmittels eine Erleichterung, man kann dann 
auch auf die Zwischentrocknungen verzichten, indem man die durch 
Zentrifugieren wiedergewonnenen Driisenreste, die ja mit verdiinntem 
Glycerin vermischt sind, mit neuem 100°/,igen Glycerin versetzt. 

Mit 86°/,igem Glycerin und zwar dem 10fachen wurden 
getrocknete Pankreasdriisen von einzelnen Schweinen bei Zimmer- 
temperatur 7, 16, 9 Stunden extrahiert. Die unverdiinnt durch 
Faltenfilter abgetrennten Glycerinausziige, die immer klar waren, 
enthielten in Anteilen entsprechend 100 mg aus Driise a) 75, 77, 
aus Driise b) 68°/, des Trypsins. | 

Mit 100°/,igem Glycerin a) 15, 26, 17, 20, b) 19 Stunden 
extrahiert, ergaben nach Verdiinnen (meist unter Kiihlung) und 
Zentrifugieren die stets etwas triiben Glycerinausziige entsprechend 
100 mg trockenem Ausgangsmaterial nur a) 41, 32, 53, 51, b) 35°/ 
des gesamten Trypsins. 

Ein zweiter 100°/,iger Glycerinauszug vom letzten Versuch 
enthielt 8,4°/, des Trypsins. 

Das Trypsin laBt sich natiirlich auch mit Wasser in einen 
léslichen und einen unldéslichen Anteil fraktionieren, und die Auf- 
lésung vollzieht sich viel rascher und leichter. Aber um die 
natiirlichen Verhiltnisse kennenzulernen, erschien diese ein- 
fachere Arbeitsweise nicht sicher genug. Wir kénnen zwar beim 
Lésungsvorgang bei 0° autolytische Vorginge zuriickdringen, aber 
die Filtrationen sind zu schwierig und unsere Arbeitsvorrichtungen 
erlauben uns nicht, beim Zentrifugieren geniigend zu _ kiihlen. 


Beispiel. 0,5 g trockene Pankreasdriise, enthaltend 5,35 T.-(e.), zogen 
wir mit 5 cem Wasser bei 0° 30 Minuten aus. Die Lisung entspricht 10 mg, 
enthaltend 0,56 T.-(e.) = 52°/,. In einem zweiten Versuch hatten wir nach 
dem Abzentrifugieren des 1. Auszugs mit Wasser von gewoéhnlicher Tempe- 
ratur nachgewaschen und von neuem zentrifugiert. Dann lieferte ein 
2. wiBriger Auszug, wieder mit der Zentrifuge ohne Kithlung abgetrennt, 
weitere 17°/, vom urspriinglichen Trypsin. 


0 


Mit autotryptischem Abbau ist hier infolge des Fehlens von 
Kinase kaum zu rechnen. Aber Stiérungen durch andere enzy- 
matische Vorgiinge sind nicht ausgeschlossen und nicht unwahr- 
scheinlich. 


1) Unsere Angabe betreffs des glycerinlislichen Anteils an leuko- 
cytirem Trypsin enthalt leider einen Druckfehier; Diese Z. 204, S. 183, Z. 5, 
statt ,,glycerinunléslich“ lies: ,,glycerinléslich“. 
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Das mit Hilfe von Glycerin gewonnene Desmotrypsin ist 
nimlich keineswegs in Wasser loéslich. Selbst beim Erwirmen 
mit Wasser auf 30° ging nur ein kleiner Bruchteil des Desmo- 
trypsins in Lésung. 

Selbstaktivierung des Desmotrypsins (und Lyotrypsins). Das 
vollkommen inaktive Desmotrypsin verwandelt sich beim Stehen 
in Glycerinsuspension langsam in aktives, schlieBlich vollaktives 
Enzym, das teils in Lésung geht, teils ungelist bleibt. Dadurch, 
daB Desmotrypsin langsam in aktiven Zustand iibergeht, werden 
die Bedingungen fiir seine Autolyse, also fiir Umwandlung von 
Desmo- in Lyotrypsin geschaffen. Der Komplex Trypsin—Pro- 
enterokinase geht in T'rypsinkinase iiber, so daB Behandlung mit 
weiterer Kinase keine Wirkungssteigerung mehr ergibt. Hierauf 
beruht es, dab in unseren ersten Beobachtungen’) iiber einen un- 
léslichen Anteil des Trypsins dieser in partiell aktivem und in 
vollaktivem Zustand vorlag. Die Zeitdauer der ersten Behandlungen 


_frischer Driisen mit wenig Glycerin war in jenen Versuchen sehr 


ausgedehnt. 

Das erste Beispiel war 11 tiigiges Digerieren von 20 g frischer 
Pankreasdriise mit 40 g 87°/,igem Glycerin. Es ist nachzutragen, 
dai das Trypsin in Lésung zu 77°/, aktiv war, das Desmoenzym 
mu 56°. 

Im zweiten Beispiel war die Dauer des ersten Digerierens 
unter sonst gleichen Umstiinden 51 Tage. Der erste Glycerinaus- 
zug [nach Waschen mit viel Glycerin in 0,4 ccm 0,81 T.-(e.) ent- 
haltend] war zu 98°/, aktiv. Die weitere Behandlung mit Glycerin 
lieS Desmotrypsin (fast 7°/,) in vollkommen aktivem Zustand 
zuriick. 

Das Verhiltnis der Trypsinwirkung ohne Kinase und nach 
Aktivierung mit Kinase gemiB EK. Waldschmidt-Leitz?) soll 
als ,,Aktivierungsgrad“ bezeichnet werden. Die Tab. 3 verzeichnet 
diesen Quotienten in einer Reihe von Autaktivierungsversuchen 
fiir die in Lisung gehenden und die ungeliést bleibenden Anteile, 
die in °/, der angewandten 'T.-(e.) ausgedriickt werden. 

Durch Anderung der Versuchsbedingungen lieB sich die Akti- 
vierung von Desmotrypsin wenig beinflussen. Nur unterblieb sie 
ginzlich (in 19 Tagen) beim Suspendieren des Enzyms in wasser- 
lrelem Glycerin, sie wurde in wasserhaltigem Glycerin fiir den 


1 R. Willstitter, E. Bamann u. M. Rohdewald, Diese Z. 188, 107 
(1930) und zwar S. 117. *) Diese Z. 132, 181 (1924) und zwar S. 209. 
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in Lésung gehenden und den ungelésten Anteil (in 15 Tagen) voll- 
stindig. In 5 bis 11 Tagen wurde bei verschiedenen Desmo- 
priparaten der Aktivierungsgrad ungleich hoch, im allgemeinen 
hdher beim ungelést bleibenden als bei dem in Liésung gehenden 
Anteil. Die Aktivierung wird nicht beschleunigt durch Himin- 
kohle, Platin, Natriumsulfit; immer sind Tage nétig. Durch Eya- 
kuieren bei Versuchsbeginn wird die Erscheinung wahrscheinlich ver- 
langsamt (Versuch 2c und 3a), aber der Effekt ist nicht bedeutend. 

Die Verluste an Enzym, welche die Tabelle anzeigt, sind nur 
scheinbar. Vor allem ist wohl die Bestimmung des gelésten An- 
teils durch die Gegenwart von Glycerin gestért. E. Waldschmidt- 
Leitz’) hat gefunden, daB Glycerin einen stark hemmenden Ein- 
fluB auf die Aktivierung durch Kinase ausiibt. In unseren Ver- 
suchen ist aber die Anwesenheit einer groBen Menge Glycerin 
in den Bestimmungsansiitzen unvermeidlich. Auch sind Wirkungen 
entstehender Hemmungskérper im Spiel, wie z. B. der Vergleich 
der Versuche 3b und c deutlich aussagt. Daher sind in der 
Tabelle die iibrigens weniger erheblichen Prozentwerte der gelisten 
Anteile Mindestwerte, wihrend die Aktivititswerte der Lyoanteile 
Maximalwerte darstellen. Die genaueren und sichereren Bestim- 
mungen sind die Werte fiir den unldéslichen Trypsinanteil. 

Der Aktivierungsvorgang besteht wahrscheinlich in einer 
Anderung an der Prokinase, nicht im Wegfall von Hemmungs- 
kérpern. Herr Dr. H. Dyckerhoff*) hat uns in freundlicher Privat- 
mitteilung davon unterrichtet, dab er beim Fallen von Trypsin 
aus Glycerinextrakten der Pankreasdriise hiufig die Bildung von 
aktiven Niederschligen aus inaktiven Lisungen beobachtet habe. 
Unsere Glycerin- und wiBrigen Ausziige, deren Ausgangsmaterial 
in ganz frischem Zustand entwissert worden, zeigen kein solches 
Verhalten. 

Beispiel 1. Glycerinlésung I (86°/,iges Glycerin) wurde nach Filtration 
ohne Verdiinnung und nach 1 tiigigem Stehen mit Alkohol und Aceton 
gefillt. Die Trockensubstanz enthielt beim Bestimmen ohne Kinase 0,10, 
mit Kinase aktiviert 2,24 Einheiten in 10 mg; Aktivitétsgrad 4,5. 

Beispiel 2: Glycerinlésung II a (86 °/,iges Glycerin), unverdiinnt filtriert 
und ohne Stehen verarbeitet, gab mit Aceton und Ather eine Fiillung, die 
ohne Aktivierung in 10 mg 0,08, mit Kinase 2,20 Einheiten enthielt; Akti- 
vititsgrad 4. 





1) Diese Z. 182, 181 (1924) und zwar S. 218. 

*) Vgl. dazu die in unserer Arbeit iiber Desmo- und Lyotrypsine der 
Leukocyten [Dies Z. 204, 181 (1932) und zwar S. 185] angefiihrten Beobach- 
tungen von W.Grassmann u. H. Dyckerhoff. 





























Uber pankreatisches Desmotrypsin. 89 


Beispiel 3: Ein anderer Glycerinauszug aus demselben Material, II b, 
vor Abtrennen mittels der Zentrifuge mit dem gleichen Volumen Ww asser 
verdiinnt, wurde in frischem Zustand mit Alkohol und Aceton gefillt. Ohne 
Kinase 0,10, mit Aktivierung 1,18; Aktivititsgrad 9. 

Beispiel 4. Aus frisch getrockneter Pankreasdriise gewannen wir mit 
der 10fachen Menge Wasser bei 0° in 30 Minuten einen Auszug, der bei 
schwachem Ansiuern eine Fiillung lieferte. Sie wies ohne Aktivierung 0,06, 
mit Kinase aktiviert 1,64 Einheiten auf; Aktivititsgrad 4. 

Die aus Glycerinlésungen ohne Wasserzusatz gewonnenen 
Niederschliige enthalten das Enzym in etwa doppelter Konzen- 
tration wie die Driise, wihrend die unter Verdiinnen bereiteten 
Glycerinausziige nur eine Fallung von ungefihr der enzymatischen 
Konzentration der Driise liefern. 

Auch beim Umscheiden einer solchen Fillung aus Wasser 
mit Aceton bleibt das Lyotrypsin inaktiv (gef. beim Priiparat vom 
Beispiel 3 Aktivititsgrad 3). 

Von diesen aus ganz frischen Driisen vorsichtig dargestellten 
Trypsinpraparaten sind manche technische Priiparate wesentlich 
verschieden: wir finden sie weitgehend aktiy oder vollaktiv. Sie 
miissen aus gelagerten Driisen) gewonnen sein, in denen sich 
Kinase ausgebildet hat. Es entspricht dem praktischen Zweck 
solcher Priiparate, ohne besondere Aktivierung zu wirken. Frei- 
lich pflegt zugleich die erreichbare enzymatische Konzentration 
dieser Priparate niedriger oder viel niedriger zu sein als in unseren 
Priparaten, wenn diese mit Kinase aktiviert werden. 

Im Pankreatin. absolut. von E.Merck fanden wir 0,14 Kinheiten 
in 10 mg ohne und mit Kinasebehandlung; in Trypsin Merck 
(leicht léslich in Wasser, auch in 86°/,igem Glycerin léslich) ohne 
und mit Kinase 0,23 Einheiten. 

Kin Pankreaspriparat, das wir der Freundlichkeit der Krause- 
Medico-Ges, (Miinchen) verdankten, wies in 10 mg 0,73 Hinh. 
ohne und 0,84 mit Aktivierung auf. 

Loslichkeit von Desmotrypsin in wafrigen Elektrolytlosungen. 
Wihrend das Desmotrypsin der Leukocyten’), iibereinstimmend 
mit anderen leukocytiiren Enzymen, namentlich Amylase, nur teil- 
weise durch Elektrolytwirkung (Natriumcarbonat, Salzsiiure) 1lés- 
lich ist, 1a8t sich pankreatisches Desmotrypsin durch aufeinander- 
folgende Einwirkung verschiedener Elektrolyte ganz in Lésung 


) Namentlich ist es kurze Einwirkung von 1°/, Essigsiiure, wodurch 
sich nach R. Heiden hain [Pfliigers Arch. 10, 557 (1875)] spontane Aktivierung 
des Trypsins vollzieht. 

*) VIL. Abh. iiber leukocytiire Enzyme, Diese Z. 204, 181 (1932). 
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iiberfiihren (Tab. IV). Annahernd neutrale Elektrolyte, Natrium- 
citratpuffer und Natriumacetatlésung, fiihren bei 0° 50—75°/, von 
Desmotrypsin in Lésung, niemals die ganze Menge. Die Rest- 
substanz gibt nach 3—4 Ausziigen mit diesen Elektrolytlésungen 
weitere bedeutende Anteile an Sodalésung ab, z. B. 20—30°/, der 
angewandten Trypsinmenge. So enthielt im Versuch Nr. 4 der 
Tabelle der 4, Auszug mit Natriumacetat nur noch 2°/,, der 
darauffolgende 1. Auszug mit Natriumcarbonat 18°/, vom Trypsin. 
Natriumcarbonat lést aus der nicht vorbehandelten Desmosubstanz 
80 bis tiber 90°/,, sehr verdiinnte Salzsiiure z. B. 63°/,. Die un- 
gelésten Anteile waren dann nicht mehr tryptisch wirksam. 


Tabelle IV. 
Fraktionierte Auflésung von Desmotrypsin durch Elektrolyte; 
in Lésung gehende Mengen in °%/. 
(Bei 0°, 15—20 Min.; nacheinander je etwa 20—10 Teile Lésungsmittel). 











Aor wre } Vers.-Nr. | 








| 

















a) b) c) d) 
Enzympriparat | m/5-Citrat, |m/4-Natrium- 0,4—0,6 n-Na,CO, 0,02—0,01251 
Po=7 acetat,py=T] — HC 
1g, 26,4 Eimh. | 43; 14; 11; 5 nach a) 
05g, 13,3 ,, 35; 11; 4 nach a) 13; 7 
1,0 2, 26,6 ,, | 40; 18; 5; 2 , 8) 6:5; 3 
1 g, 28 me BO; 11; 5; 8) ,, B 28; &: 3; % 
0,4, 11,2 ,, 79 
0,5 g, 13,3 ,, 69; 16; 5; 1 
03g, 7,97 ,, 50; 10; | 











Kine Fraktion « von Desmotrypsin ist also in Natrium- 
citrat (und Natriumacetat) léslich, eine andere # ist darin nicht, 
hingegen in Natriumcarbonat léslich, das natiirlich ebenso wie 
Salzsiure auch die 1. Fraktion zu lésen vermag. 


Wenn Desmotrypsin [4,48 (T.-e.)] durch Enterokinase in iib- 
licher Weise (11/, Stunden bei 30°) aktiviert und dann durch Puffer- 
zusatz (2 ccm NH,/NH,Cl) von schwach alkalischer Reaktion 
(p,, = 8—8,5) unter Bedingungen von Autolyse (1—5 Stunden bei 
30°) gebracht wird, so schwindet die zuyor unlésliche Driisen- 
substanz in augenfilliger Weise dahin. Hier wirken, wie der 
Vergleichsversuch ohne Kinase bestiitigt, nicht nur die Elektrolyte 
lésend, sondern es wird auch der Enzymkomplex enzymatisch 
verdaut. Das Autolysat enthielt dann z. B. 3,9 Kinheiten (87°/,), der 
Riickstand 0,14 Einheiten. Das Trypsin hat also durch den auto- 
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lytischen Vorgang nicht gelitten, im Gegensatz zu den Ergeb- 
nissen, tiber die J. H. Northrop und M. Kunitz?) von ihren 
Priiparaten berichten. 


Eiweifgehalt von Desmo- und Lyotrypsin. Desmotrypsin zeigt 
das Loésungsverhalten und natiirlich auch die bekannten Farb- 
reaktionen der Proteine. Isoliert man aus der oben beschriebenen 
Sodalésung das Desmoenzym wieder durch Ansiiuern, so gibt die 
Fillung nach wie vor die typischen KiweiBreaktionen: mit Millon- 
schem Reagens entsteht kisig-dicker dunkelroter Niederschlag, mit 
Sulfosalicylsiiure starke Flockung, gleichfalls mit Ferrocyankalium 
und EKssigsiiure. Wird hingegen Desmotrypsin (und zwar inaktives 
mit Kinasevorbehandlung, vollaktives ohne Kinasezusatz) der Auto- 
lyse unterzogen, so gewinnt man leicht Lyotrypsin, das (im Gegen- 
satz zur Acetonfillung aus rohem Glycerinextrakt der Driise) nur 
noch sehr schwache Eiweifreaktionen zeigt. 

Beispiel 1. 1 g Desmotrypsin (28 Einheiten) im Volumen von 8 cem mit 
Kinase 2 Stunden aktiviert und mit 9 cem NH,/NH,Cl-puffer auf py = 8,5 ge- 
bracht, autolysierte 20Stunden bei 30°. Die von geringem Riickstand getrennte 
Lésung lieferte mit Alkohol und Aceton eine klebrige Fiillung, die beim 
Verreiben mit Alkohol, Aceton und Ather pulvrig wurde. Das so ent- 
standene Lyotrypsin (240 mg, 11 Einheiten enthaltend) ist in Glycerin und in 
Wasser spielend léslich und ist vollaktiv: ohne Kinase gef. 0,67; mit Kinase 
0,69 (e.) in 15 mg. 

Beispiel 2. 1 g Desmotrypsin (39 Einheiten), in gleicher Weise aktiviert und 
mit Pufferzusatz nur 5 Stunden bei 30° gehalten. Die zentrifugierte Lésung 
gab mit Alkohol und Aceton eine Fillung, die beim Umscheiden aus Wasser 
durch Alkohol und Ather 262 mg in weibem, pulvrigem Zustand lieferte. 
Ungeliést blieben bei der Autolyse 129 mg. Das entstandene Lyotrypsin 
war fast vollaktiv [1,27 (e.) in 15 mg], seine Konzentrationszunahme be- 
trug 115°/,. 

Das Lyotrypsin (vom Beispiel 1) gibt (in Proben von 10 bis 
15 mg im Volumen von 1—2 ccm) mit Essigsiiure und Ferrocyanid 
keinen Niederschlag (Beispiel 2 der kiirzeren Autolyse nach einiger 
Zeit eine ganz leichte Flockung), beim Kochen (5 mg) mit Millons 
Reagens eine sehr schwache, gelbe Fillung, mit Sulfosalicylsiiure nur 
schwache Triibung (Priiparat 2 schwache Triibung, dann geringe 
Flockung). 

Aus diesen Erfahrungen hinsichtlich der weitgehenden Ab- 
schwiichung der typischen Eiweifreaktionen kénnen wir nicht 
umhin zu schlieBen, daB in unseren Trypsinpriiparaten der GriBen- 
ordnung nach weniger Hiweif enthalten ist als in den von 





') J. Gen. Physiol. 16, 292 (1932). 
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J.H. Northrop und M. Kunitz’) sorgfiiltig beschriebenen schénen 
Krystallisationen, die sie als von Protein unabtrennbares Trypsin 
betrachten. 


Desmopeptidasen. Desmotrypsin, in der beschriebenen Weise 
dargestellt, ist natiirlich nicht enzymatisch einheitlich. Vielmehr 
ermoglicht seine Abtrennung vom Lyoenzym zugleich den Nachweis 
unléslicher Anteile anderer Hnzyme, von denen hier, schon wegen 
des Kinflusses auf die Trypsinbestimmung, namentlich Peptidasen 
Beachtung verdienen. Dipeptidase und Polypeptidase sind in 
diesen Desmopriparaten enthalten, Tripeptidase konnten wir da- 
gegen nicht darin bestimmen. Es zeigt sich, da die auf Kiweif- 
spaltungsprodukte wirkenden Enzyme mehr zuriicktreten als in 
der Driise und ihren Glycerinausziigen. Im alkalischen Medium 
der Trypsinbestimmung und in der Reaktionszeit sind diese Pepti- 
dasen sogar geringfiigig und sie kinnen auf unsere Analyse des 
Desmotrypsins nur sehr wenig Hinflui haben. Die Wirkungen 
des Desmotrypsins sind daher nicht wie sonst nur in scheinbaren 
Einheiten ausgedriickt. 

Dipeptidase.’?) Angewandt mit 100°/, Glycerin vorsichtig dargestelltes 
Desmoenzym Nr. 4 der Tab. II; 14 mg, 0,32 (e.) in der Titrationsprobe von 
5 eem; Substrat 1/1000 Mol d,l-Leucylglycin; NH,/NH,Cl-puffer. Die Durch- 
spaltung (50°/,) des Substrats wiirde 5 ccm der Kalilauge erfordern. 
pu = 7,7.¢ = 20 Min. Spalt. entspr. 0,56; ¢= 40 Min. Spalt. 0,78 eem 0,05 n-KOH. 
PH =8,6.t=20, 4, » 010;¢=40 , 4 024 , . 

Die nachgewiesene Dipeptidase kommt beim py der Trypsinanalyse nur 
wenig zur Geltung. 

Carboxy-polypeptidase.’) Mit 100°/,igem Glycerin vorsichtig dar- 
gestelltes Desmoenzym Nr. 3 der Tab. I[; 28 mg, 0,66 (e.) enthaltend, in der 
Titrationsprobe von 5 ccm; Substrat 32 mg Chloracetyl-l-tyrosin; Phosphat- 
puffer von py = 7. Durchspaltung wiirde 2,5 ccm der Kalilauge erfordern. 

Ohne Kinase’ ¢ = 60 Min. Spalt. 0,50 eem 0,05 n-KOH. 
Mit Kinase akt. ¢= 60 ,, » CR6.% ” 

Tripeptidase.‘) Substrat Leucyl-glycyl-glycin, 0,113 g in Titrations- 
probe von 5 ccm; Citratpuffer von py = 7,1. 

1. Mit 0,32 Einheiten Desmotrypsin Xr. 4 von Tab. IT. 2. Mit 0,37 Ein- 
heiten Priparat Nr. 10 der Tab. II (abgekiirzte Darstellung). 





1) J. Gen. Physiol. 16, 207—348 (1932). 

*) Nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Z. 147, 
286 (1925). 

8) Nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 
2217 (1929). 

4) Nach E. Waldschmidt-Leitz, O. K. Balls u. J. Waldschmidt- 
Graser, Ber. chem. Ges. 62, 956 (1929). 

















nen 
SIN 


11Se 
ehr 
eis 
ren 














Uber pankreatisches Desmotrypsin. 93 


1. ¢ = 20 Min.: Spalt. 0,05 cem; ¢ = 40 Min.: 0,08 eem 0,05 n-KOH. 
2,¢=30 ,, » 001 , t= 70 , 0,04 ,, és 
Diese Ausschliige sind nicht beweisend. 


Erganzende Angaben itiber Desmopepsin. 
Fiir den Vergleich mit den Fraktionen von Desmotrypsin be- 
diirfen unsere ersten Beobachtungen iiber Desmopepsin einer Er- 
ginzung. Ks war gefunden worden, daB dieses unter AusschluB 


0) 


yon Autolyse durch verdiinnte Salzsiiure (0°) wenigstens teilweise, 
und daB es durch Proteolyse giinzlich in Lésung iibergefiihrt wird. 
Die genauere Priifung des Lésungsverhaltens ergibt, daB zum Unter- 
schied von Trypsin das Desmopepsin weder durch neutrale Elek- 
trolyte wie Citrat, noch durch Natriumcarbonat, noch durch Salz- 
siiure quantitativ aufgelést wird. Ein Teil des Desmoenzyms 
bleibt in den Gewebsresten zuriick, der nur nach verschiedenen 
Methoden der Proteolyse in Lésung gebracht werden kann. 

Das Ausgangsmaterial bestand in frisch getrockneter und fein ge- 
mahlener Mucosa vom Schwein, die 3mal mit Glycerin extrahiert worden 
war. Schon durch 1 maliges Ausziehen mit 0,1°/,iger Salzsiiure bei 0° ge- 
lang es, das Pepsin, soweit als iberhaupt durch Salzsiiure méglich, in Losung 
zu bringen. Ein 2. Salzsiiureauszug enthielt kein Pepsin mehr. Aber das 
zuriickgewonnene Desmopriiparat zeigte betriichtliche Pepsinwirkung. 

Ungeléster Riickstand entsprechend 80 mg Ausgangsmaterial: Casein- 
spaltung entsprechend 0,40 cem 0,05ceem KOH in 15 Minuten, 0,60 ccm in 
30 Minuten. 

Ferner wurde das Desmopriiparat bei 0° zuerst der Einwirkung von 
0,2m-Citrat von py = 7, dann 2maliger Behandlung mit 0,04 n-Natrium- 
carbonat unterworfen. Wihrend die beiden ersten Ausziige Pepsinwirkung 
ausiibten, war in dem letzten Sodaauszug kein Pepsin mehr nachzuweisen. 
Das zuriickbleibende Desmopriiparat war noch enzymatisch wirksam. (Gef. 
mit Riickstand aus 80mg in 15 Minuten Caseinspaltung entsprechend 0,32cem 
0,05 n- KOH.) 

Die hier zugrunde liegende Bestimmungsweise ist durch weitere 
Erfahrungen iiberholt. Wir finden in dem fiir Pepsin geeigneten 
Medium die von uns angewandte p,-Schitzung mit Indicator 
(Thymolblau) fehlerhaft und ersetzten sie durch elektrometrische 
Bestimmung. Mit einem fast klaren Caseinansatz von ionometrisch 
gemessenem p,, = 2,0 gibt der Indicator einen Orangeton, der 
einem p,, von etwa 2,6 entsprechen sollte; statt des mit Thymol- 
blau eingestellten p,, = 2,2 (triiber Ansatz) ergibt das Ionometer 1,3. 

Bei ionometrisch eingestelltem p,; = 2,1 waren die alkoholisch-alkali- 
metrischen Werte der Caseinspaltung gut reproduzierbar. 

4 mg kiufliches Pepsin. 

15 Min. 1. 0,47 2. 0,47 3. 0,52 4. 0,53 cem 0,05 n-KOH. 
= 30 ,, 0,67 0,62 066 0,64 ,, ‘ 
= 150 ,, 0,97 ia 0,99 “a ‘ 
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Die Titrationsprobe von 5cem lassen wir in 10 cem 96°/,igen Alkohol 
einflieBen und geben in einem Strahl 0,05 n-alkoholische Lauge bis fas: 
zur Blaufirbung zu. Erst danach wird kriftig umgeschiittelt und auf Blau 
titriert. Dann setzen wir 100 cem heifen Alkohol hinzu und beenden die 
Titration. Bei der Anfangstitration des Substrates Casein darf keine Aus- 
flockung am isoelektrischen Punkt eintreten; der Ubelstand wird durch diese 
Arbeitsweise vermieden. 

Die Pepsinbestimmungen der neueren Literatur unterscheiden 
sich auSerordentlich in der Zeitdauer der enzymatischen Reaktion. 
Es scheint uns wichtig, um die Wirkung von Pepsin allein zu 
erfassen, die Messungen (mit wenig Enzym und) mit kurzen 
Zeiten auszufiihren. Der zu ermittelnde Carboxylzuwachs kann 
nur gering sein, da durch Pepsin allein nur ein kleiner Teil der 
Carboxyle des Substrates freigelegt werden kann. Bei den Pepsin- 
bestimmungen scheinen uns namentlich in nicht optimalen Medien 
Schwierigkeiten und Differenzen dadurch zu drohen, da ein Teil 
der aufgespaltenen Amino- und Carboxylgruppen zu Reversionen 
neigen kann, daB also waihrend der Pepsinbestimmung oder bei 
ihrer Beendigung ein Riickgang der gebildeten saueren und basi- 
schen Gruppen erfolgen kann. Deshalb und auch um die Uber- 
lagerung der Pepsin- durch Kathepsin-') und Peptidasenwirkung 
zu vermeiden, sollte das Gebiet nicht schwicher sauer als 
Pq = 2,0—2,2 eingestellt werden. 


Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde von der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft geférdert, namentlich 
durch ein Forschungsstipendium. Wir sprechen fiir diese Unter- 
stiitzung unseren autrichtigen Dank aus. 


!) Vgl. R. Willstitter u. E. Bamann, Diese Z. 180, 127 (1928/29) und 
R. Willstitter u. M. Rohdewald, Diese Z. 208, 258 (1932). 























Der Abbau des Cholesterins durch den tierischen Organismus. 
If. Mitteilung. 
Bilanzversuche an Carnivoren bei starker Cholesterinfiitterung.*) 


Von 


Wilhelm Menschick und Irvine H. Page. 


(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 
Miinchen [Kaiser-Wilhelm-Institut].) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1933.) 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber Bilanzversuche an 
Kaninchen?), welche gezeigt haben, daf der Tierorganismus die 
Fihigkeit besitzt, bei starkem Cholesterinangebot betrichtliche 
Mengen dieses Stoffes abzubauen, was auch mit den Befunden 
von H. Dam an jungen Hiihnchen’) in Kinklang steht. Dies 
schien uns besonders interessant in Bezug auf das Problem der 
experimentellen Cholesterinkrankheit sowie der Atherosklerose. 
Besteht doch danach eine weitere Méglichkeit fiir den Organismus, 
ein Uberangebot an Cholesterin zu kompensieren: Zur vermehrten 
Ausscheidung und Speicherung in Depots tritt ein vermehrter 
Abbau. Es erhob sich nun die Frage, ob nicht bei Carnivoren, 
die gegen die experimentelle Erzeugung von Gefaibveriinderungen 
durch Cholesterinzufuhr viel widerstandsfihiger sind als Herbi- 
voren*), sich ein charakteristischer Unterschied in der Befihigung 
zum Cholesterinabbau gegeniiber Herbivoren auffinden lieb. Wir 
wiederholten daher unsere Bilanzversuche in ganz iihnlicher Weise 
an Katzen, wobei wir, wie auch bei den Versuchen an Kaninchen, 
auch besonderes Augenmerk auf die Speicherung im Organismus 
und deren Verteilung auf die verschiedenen Organe richteten. 


Methodik. 


Die Katzen wurden in geriumigen Kiifigen mit verzinktem Blechboden 
gehalten. Als Nahrung erhielten sie in eigenen GefiBen tiglich etwa 
150 g Fleisch, 150 cem Milch und etwas WeiBbrot. Die Cholesterinzulage, 


*) Diese Untersuchung wurde durch die Zuwendung von Mitteln der 
Josiah Macy jr.-Foundation (Dr. L. Kast) erméglicht, wofiir auch an 
dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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tiglich 1g, wurde zusammen mit 5 g Butterschmalz in wenig Chloroform 
gelést, das Chloroform auf dem Wasserbad in warmem Luftstrom vollstindig 
entfernt und die weitgehend homogene Cholesterin-Butterschmalzmischung 
unter das Fleisch gemengt. Bei dieser Fiitterungsart zeigten die Katzen 
in der Regel keinerlei Widerwillen gegen die Zusatznahrung. Zur Ablagerung 
der Fiaices hatten die Tiere besondere geriumige Metalltrége aus verzinktem 
Eisenblech zur Verfiigung, in denen sich je 2—? kg Seesand befand, der 
2 mal die Woche erneuert wurde. 

Die Sterinbestimmungen wurden wie in der vorigen Arbeit nach 
Windaus*) ausgefiihrt. 

Da bei den Katzenfiices mit der Méglichkeit der Anwesenheit von 
Koprosterin gerechnet werden muBte, so fiihrten wir alle Verseifungen in 
der Kilte (2 Tage Stehen mit 3—4°/, igem Natriumiithylat) aus (auch bei 
den Organanalysen); eine Korrektur fiir Verluste bei der Verseifung war 
also nicht anzubringen. 

Sterinbestimmungen in den Fices. Das vom Urin nasse Sand- 
Kotgemisch aus den Metalltrégen wurde zur Bindung der Hauptmenge der 
Feuchtigkeit mit Gips vermischt und in warmer Luft etwa einen halben 
Tag getrocknet. Die bréckelige Masse wurde dann fein zerrieben, bis beim 
Durchsieben durch ein feines Drahtsieb keine gréberen Teilchen mehr 
zuriickblieben, und je die einer Woche entsprechende Menge (2 Portionen) 
in einer groBen Flasche anhaltend durchgeschiittelt. Von der gewogenen 
Gesamtmenge wurden mindestens je 2 Proben von 100 g zu den Analysen 
enthnommen. 

Die peinliche Zerkleinerung der beim Durchsieben zuriickbleibenden 
gréBeren Teilchen erwies sich als unbedingt nétig, da es sich dabei haufig 
um zusammenhingende Kotpartikelchen handelte, die ohne diese Behandlung 
in einzelnen Proben erhebliche Mehrwerte bedingten, wie wir in Serien- 
versuchen bei der Ausarbeitung der Methodik feststellten. 

Die entnommenen Proben wurden 2 Stunden im Soxhlet mit Ather 
extrahiert, der Riickstand des Extraktes kalt verseift usw. Wir iiberzeugten 
uns davon, da8 die Extraktion vollstiindig war. Bei Serienversuchen mit 
ein und demselben Ansatz betrugen die Schwankungen in den Analysen- 
werten bis zu 5°). 

Die Aufarbeitung der Organe erfolgte mit Ausnahme der Kalt- } 
verseifung genau wie in unserer vorigen Arbeit. Die Fehlergrenze bei den 
Doppelbestimmungen betrug etwa 3°),. 


Ergebnisse. 

Der Normalgehalt an Cholesterin in den Organen ist 
in Tab. I zusammengestellt. Als mittlerer Gesamtnormalgehalt 
ergibt sich 0,150°/,. 

Die Bilanzen selbst sind in Tab. ID wiedergegeben. 


Die Analysen der Gesamttiere nach beendetem Bilanzversuch 


sind aus Tab. III ersichtlich. 
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Tabelle II. 


















































Bilanzversuche. 

Ex- Tier- |Cholesterin} Chole- | Zugefiihrt. Binsin ™ 
peri- Datum ewieht | Normal-| sterin- | Gesamt- Fice 
ment 8 futter zulage jcholesterin , 

Nr. 1932 g g g g g 

I*) | 18.—24.11. | 2800 0,33 4,05 4,38 1,65 
25. 11.—1. 12. at 0,33 6,08 6,41 3,38 
.— 718.45 20 0,28 6,08 6,36 2,71 
8.—15.12. | 2540 0,24 5,07 5,31 2.68 
Am 15. 12. getétet | Summe 1,18 21,28 22,46 10,42 
II**) [25.11.—1.12.] 3500 0,33 7,09 7,42 3,06 
2—— 1, 18. 3440 0,28 6,08 6,36 3,10 
8.—15. 12 3400 0,33 7,09 7,42 3,83 
Am 15.12. getétet | Summe 0,94 20,26 21,20 9,99 
III***) ]25. 11.—1.12.] 3070 0,33 7,09 7,42 2,70 
.— 7. 8. 3150 0,28 6,08 6,36 2,99 
8.—15. 12 3050 0,33 6,08 6,41 3,14 
Am 15.12. getétet | Summe| 0,94 | 19,25 20,19 | 8,83 


**) 


9 


+n) 


Sh) 


9 


? 


Tabelle II. 


5,25 g 


*) Gehalt beim Beginn 2800 x 0,150°/, = 4,20 g Cholesterin. 
3500 x 0,150°/, = 
3070 x 0,150°/, = 


Cholesteringehalt des Tierorganismus nach der Fiitterungsperiode. 

















Katze I Katze II Katze III 
Organ- . Organ- | , Organ- | ‘ 
gewicht Cholesterin gewicht Cholesterin gewicht | Cholesterin 
g mg | ‘lo g | mg | g | mg 
Gehirn 25,5 | 503 | 1,97 | 26,7} 506 | 1,89 27,7 | 570 2,06 
Nieren + Ne- | | | | | 
bennieren . 25,7 181 0,70 26,5 178 | 0,67 22,8; 72 | 0,3 
Leber + | 
Galle | 107,5 | 5155 | 4,80 146 5000*), 3,41*) | 125,8 | 5450 = 4,3! 
Fell. . . . | 370 1441 | 0,39 460 2215 | 0,485 | 390 | 1380 0,3 
Mag., Darm | 
+ Inhalt . one “a7 | o ' ‘ 175 909 0,52 
Donshfett . 206 | 107 | 0,34 300 1240 0,415 | 300 994 0.08 
Rest (inkl. : 
Milz) . 1680 | 2580 | 0,153] 2295 2345 0,10 | 1905 | 2310 0,12 
Gesamtorga- 
nismus . 2540 | 10566 0,415 | 3400 10484 | 0,310 | 3050 | 10984 0,3 




















*) Wert ungenau, da Verlust bei der Analyse. 
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Aus dem Anfangsgehalt der Bilanztiere an Cholesterin (be- 
rechnet aus dem Anfangsgewicht und dem mittleren prozentigen 
Normalgehalt) und dem Endgehalt ergibt sich — natiirlich mit 
der Unsicherheit, die durch die Schwankungen des Normalgehaltes 
bedingt sind — die Cholesterinspeicherung im Organismus. Die 
Abweichungen der Einzelwerte vom Mittelwert fiir den Normal- 
sesamtgehalt von Katzen an Cholesterin betrugen bei Katze IV: 
+ 10°/,, bei V: — 3°/,, bei VI: + 5°/,, bei VII: — 12°/,. Legen 
wir also unseren Berechnungen beim Anfangsgehalt eine Unsicher- 
heit von + 12°/,, bei den Cholesterinbestimmungen in den Organen 
+ 3°/, zugrunde, so ergibt sich fir die Cholesterinspeicherung 
in den Organen (die Unsicherheiten sind in Klammern beigefiigt); 








Berechneter Gefundener 























Experiment Anfangsgehalt Endgehalt Speicherung 
oiauanes g (+12%),) B (+3%) g 
I 4,20 (+0,50) 10,57 (40,32) 6,37 (+0,82) 
II 5,25 (+0,63) 10,48 (+0,31) 5,23 (40,94) 
Ill 4,61 (+0,55) 10,98 (+0,33) 6,37 (+0,88) 


Der gesuchte Cholesterinabbau ergibt sich schlieBlich als 
Differenz zwischen dem gesamten verfiitterten Cholesterin einerseits 
und dem als Ausscheidung sowie als Speicherung im Organismus 
wiedergefundenen andererseits, Die Unsicherheit bei der Ver- 
abreichung des Cholesterinfutters schitzen wir auf etwa + 1°/,, 
die fir die Sterinbestimmungen in den Faces auf + 5°/, (vgl. 
Methodik). Die Unsicherheiten in den Werten fiir das wieder- 
vefundene und fiir das abgebaute Cholesterin ergeben sich daraus 
als Summe. Sie sind in Klammern in Tab. IV angefiihrt. 


Tabelle IV, 


Berechnung des Cholesterinabbaues. 
































Ex- | Zugefiihrtes a Cholesterin- bee —— — 
peri- . | schiedenes , gefundenes| _sterin- es 
ment Cholesterin Cholesterin speicherung Cholesterin}| abbau_ | Vers. 
Nr. | g (+1%) | g (45°) g g g Tage 
I 22,46 10,42 6,37 16,79 5,67 26 
(+ 0,22) (+ 0,52) (+ 0,82) (+ 1,34) | (+ 1,56) 
ll 21,20 9,99 5,23 15,22 5,98 20 
(+ 0,21) | (40,50) | (+0,94) | (41,44) | (+ 1,65) 
lll 20,19 8,83 6,37 15,20 4,99 20 
(+ 0,20) (+ 0,44) (+ 0,88) (+ 1,32) | (+ 1,52) 
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Diskussion der Ergebnisse. 


Aus Tab. IV ist zu ersehen, daB auch hier wie bei Kaninchen 
ein erheblicher Teil des verfiitterten Cholesterins weder in Form 
von Speicherung im Organismus noch als Ausscheidung in den 
Faces wiedergefunden wurde. Der Abbaueffekt ist auch hier so 
groB, daB er die zu beriicksichtigenden Unsicherheiten, die durch 
die Schwankungen der Normalwerte, sowie durch Ungenauigkeit 
der Analysen bedingt sind, weit iibertrifit. 


Die einzelnen Fehlerquellen, die bei Sterinanalysen nach der Digitonin- 
methode, besonders bei Fiices, in Rechnung gezogen werden miissen, wurden 
durch eine wertvolle kritische Arbeit von Sch6nheimer und Dam’) be- 
leuchtet. Wir suchten ihnen soweit als méglich experimentell zu begegnen, 
Es wurde daher stets beim Fiillen ein etwa 50°/,iger Digitoniniiberschub 

-angewandt, um nicht zu hohe Werte zu erhalten. Die anderen Hauptfehler- 

quellen (grofe Léslichkeit der Niederschlige, teilweise Spaltung beim Aus- 
waschen) betreffen hauptsichlich das Koprosterin. Gliicklicherweise besteht 
jedoch bei Bilanzversuchen mit starker Cholesierinfiitterung naturgemi8 die 
Hauptmenge der Kotsterine aus Cholesterin, weshalb die Fehler in diesen 
Fillen weniger ins Gewicht fallen. Wir haben deshalb die Fehlergrenze 
bei unseren Sterinbestimmungen in Fiices auf + 5°/, geschiitzt. Aber selbst 
eine Verdreifachung dieses angenommenen Fehlers wiirde das Resultat der 
Bilanzversuche nicht wesentlich beeintrichtigen (in jedem der 3 Versuche 
Erhéhung der Unsicherheit im Abbauwert um 1 g), ebensowenig eine Er- 
héhung der Fehlergrenze in den Organanalysen auf + 10%/,. 

Man k6énnte noch an eine weitere Fehlerquelle denken: die Sterin- 
ausscheidung durch die Haut®), die sich bei der Haltung der Tiere in 
gewohnlichen Kifigen kaum kontrollieren liBt, und die zu einem Verlust 
in Form von Schuppen und Staub fiihren kénnte. Vorversuche haben gezeigt, 
daB bei einer Normalkatze sich vom (ganzen) Fell durch eine einfache Ab- 
saugevorrichtung eine geringe Menge von Schuppen entfernen lieB, die 
aber nur sehr wenig Cholesterin entsprachen (2,5 mg). :[Bei einem Kaninchen 
konnte eine etwas gréBere, aber doch noch verschwindend geringe Menge 
Cholesterin (4,3 mg) auf diese Weise entfernt werden.}] An _ cholesterin- 
gefiitterten Tieren, die sich zur Zeit im Bilanzversuch befinden, sollen dann 
analoge Priifungen auf Cholesterin in den Schuppen vorgenommen werden. 
Wenn wir auch in diesem Punkt noch kein endgiiltiges Urteil abgeben 
kénnen, so sei doch erwihnt, da8 ganz analoge Bilanzversuche von Beumer 
und Fasold’) an Ratten, bei denen durch die Versuchsanordnung derartige 
Verluste véllig ausgeschlossen waren, experimentell zu dem ganz gleichen 
Resultat gefiihrt haben. 


Die Frage, ob der Cholesterinabbau ein bakterieller Vorgang 
im Darmlumen (Beumer und Fasold, a. a. 0.) oder ein Glied 
des intermediiiren Stoffwechsels ist, diirfte noch nicht endgiiltig 
entschieden sein. Denn weder ist es auf der einen Seite bis jetzt 
gelungen, irgendeine bakterielle Veriinderung von Cholesterin im 
Modellversuch zu erzielen, noch sind auf der anderen Seite bis 
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jetzt Abbauprodukte in Organen sichergestellt. Wir sind zunichst 
damit beschiftigt, nach Abbauprodukten in den Faces selbst zu 
suchen. 

Die pro Woche zerstérte Cholesterinmenge errechnet sich bei 
Katze I zu 1,53 g (Anfangsgewicht des Tieres 2800 g); bei I 
2,09 g (3500 g); bei III 1,75 g (8070 g). Bei den Kaninchen der 
vorigen Arbeit waren Abbauleistung pro Woche und Anfangs- 
gewicht: I 1,8 g Cholesterin (3460 g); II 1,6 g (2550 g); IIL 1,1 g 
(2570 g); IV 1,2 g (3150 g); V 0,8 g (3340 g). 

Um die Resultate bei beiden Tiergruppen besser miteinander 
vergleichen zu kénnen, stellen wir schlieBlich die wéchentlichen 
Abbauleistungen pro Kilogramm Kérpergewicht einander gegeniiber: 


Katzen ...I 0,545 g II 0,598 g III 0,569 g Chol. 
Kaninchen . I 0,520 g II 0,627 g III 0,428 g IV 0,381 g V 0,240 g Chol. 


Der Cholesterinabbau bei den Katzen ist also in den ersten 
3—4 Wochen durchaus von der gleichen GréSenordnung wie bei 
den Kaninchen. Ob auch in spiiteren Stadien die Abbauleistung 
gleich bleibt, kann erst nach AbschluS lingerdauernder, z. Zt. in 
Gang befindlicher Bilanzversuche mit Sicherheit gesagt werden. 
Denn, wie aus Tab. II entnommen werden kann, ist gegen Ende 
der vorliegenden Bilanzen noch keinerlei Ansteigen der Chole- 
sterinausscheidung zu beobachten, so daB mit der Méglichkeit 
gerechnet werden muB, daf der Speicherungsvorgang in den 
Organen noch nicht zu einer Sittigung gefiihrt hat. (Bestimmung 
des prozentigen Steringehaltes der Fiices wie bei Kaninchen war 
wegen der Konsistenz der Katzenfiices nicht gut méglich.) 

Besteht demnach nach den bisherigen Befunden in der Abbau- 
fahigkeit gegentiber Cholesterin kein wesentlicher Unterschied 
zwischen Herbivoren und Carnivoren, so unterscheiden sich die 
beiden Tiergruppen doch wesentlich voneinander in der Verteilung 
der Cholesterinablagerungen im Organismus, worauf als erster 
Yuasa‘) hingewiesen hat. Auch er fand entgegen friiheren Be- 
hauptungen®) eine enorme Cholesterinspeicherung in der Leber 
von cholesteringefiitterten Katzen, wihrend die histologische Unter- 
suchung keine Anhaltspunkte fiir irgenwelche GefaiBverinderungen 
lieferte. 

Der Cholesteringehalt der Lebern unserer Cholesterinkatzen 
war sogar noch etwas héher als der bei Yuasa, obwohl die 
Fiitterungsdauer bei uns 3—4 mal kiirzer war. Besonders deutlich 
kommt der Gegensatz zwischen Kaninchen und Katzen zum Aus- 
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druck, wenn man die Speicherung in Leber, Fell und im ,,Rest* 
miteinander vergleicht. 





Bei den Cholesterinkaninchen stieg der Cholesteringehalt: 
in der Leber (normal. Mittelwert 0,19°/,) auf das 4—9 fache, 


bei den Katzen(_ ,, ‘in 0,21°/)) 4, 5, 80—40fache, 
im Fell: Kaninchen (_,, . 0,19°/,) ,, 4, 1,8—2 fache, 
bei Katzen ( ,, " 0,25°/,) 5, 4, 1,5—2 fache, 

im Rest: Kaninchen (_,, ™ 0,08°/,) ,, 4  1—4 fache, 
bei Katzen (_,, ‘. 0,11°/,) 5, 5,  1—1,4fache. 


Wihrend also die Katzenleber der Kaninchenleber in der 
Aufnahmefihigkeit fiir Cholesterin weit iiberlegen ist, sind die 
Verhiltnisse im ,,Rest“ (Muskel, Knochen usw.) véllig umgekehrt. 
Dazwischen steht das Fell, bei dem die Erhéhung des Chole- 
steringehaltes bei beiden Gruppen von der gleichen GréBenordnung 
ist. Ebenso wie bei den Kaninchen, beteiligte sich das Gehirn 
auch bei den Katzen nicht am Speicherungsvorgang. Man hat 
den Kindruck, daB bei Katzen die Cholesterinspeicherung viel 
stirker auf die Leber konzentriert ist als bei Kaninchen, wihrend 
bei den letzteren die Ablagerungen viel eher wahllos iiber den 
ganzen Organismus verstreut werden, worin sich vielleicht ein 
gewisser Mangel an Steuerungsfihigkeit des Organismus iiuBert. 


Zusammenfassung. 


1. An Katzen wurden vollstiindige Cholesterinbilanzversuche 
ausgefiihrt. 
2. Ebenso wie friiher bei Kaninchen, konnte hier ein Abbau 


von Cholesterin nachgewiesen werden, der weit auBerhalb der 
Fehlergrenzen der Methodik lag. 


3. Das AusmaB des Abbaues war bei den Katzen wenigstens 
in den ersten 8—4 Wochen von ganz gleicher GréBenordnung wie 
bei den Kaninchen. Liingerdauernde Bilanzversuche sind im Gang. 


4. Die Speicherung, die wieder in allen Organen auBer dem 
Gehirn auftrat, war anders verteilt wie beim Kaninchen. Die 
Speicherung in der Leber war weit stirker, die im restlichen 
Organismus geringer als bei Kaninchen. 

5. Die Frage nach dem Ort des Abbaues wird als unent- 
schieden angesehen. 
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Nachtrag zur 1. Mitteilung iber Cholesterinabbau.’) 


Die histologische Untersuchung von Bruststiicken der Aorta 
der mit Cholesterin gefiitterten Kaninchen, fiir die wir Herrn 
Privatdozenten Dr. L. Singer sowie Herrn Dr. Glauner (Pathol. 
Iust. d. Krankenh. Miinchen-Schwabing) zu groBem Dank ver- 
pflichtet sind, ergab keinerlei Anhaltspunkte fiir atheromatise 
oder sonstige krankhafte Verinderungen. Dies hingt wohl mit 
der nicht allzulangen Fiitterungsdauer sowie mit dem Mangel an 
Bewegung im Stoffwechselkifig zusammen. 















Uber die Darstellung 
eines krystallisiertén pflanzlichen Tokokinins (Thelykinins) 
und seine Identifizierung mit dem ¢-Follikelhormon. 


Untersuchungen tiber das weibliche Sexualhormon, 10. Mitteilung.’) 
Von 


A. Butenandt und H. Jacobi. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Gédttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mai 1933.) 


Zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung des Follikel- 
hormons hat man in erster Linie seine ,,Brunstwirkung“ am 
kastrierten weiblichen Nagetier benutzt (Allen-Doisytest). Mit 
Hilfe dieses Testes wurden im Schwangerenharn und im Harn 
trachtiger Stuten die heute zu seiner Reindarstellung wichtigsten 
Quellen dieses Wirkstoffes entdeckt. 

Unter der Voraussetzung der Spezifitit des Brunsttestes sind 
mit seiner Hilfe viele Arbeiten durchgefiihrt worden, die sich die 
Frage nach der Verbreitung des Follikelhormons im Organismen- 
reich zum Ziel setzten; nach den vorliegenden Untersuchungen’) 
ist es nicht zweifelhaft, daB brunsterzeugende Stoffe in allen 
Tierklassen, selbst bei Coelenteraten und Einzellern, sowie in 
Bakterienkulturen vorkommen, doch ist auf ihre Identitat mit dem 
Follikelhormon nur auf Grund gleicher physiologischer Wir- 
kungen geschlossen worden, da eine Reindarstellung dieser Brunst- 
stofie bisher aus praktischen Griinden nicht angestrebt werden 
konnte. 

S. Loewe, Lange und Spohr’) verdanken wir die erste 
Entdeckung brunsterzeugender Stoffe (,, Thelykinine“) im Pflanzen- 
reich, sie untersuchten zunichst mit positivem Erfolg die Ex- 
trakte der weiblichen Bliitenteile von Weidenkitzchen und yon 





1) 9. Mitt.: Diese Z. 216, 49 (1933). 

*) S. Loewe, Biochem. Z. 244, 347 (1932); Schwerdfeger, Arch. f. 
exper. Path. 163, 487 (1931); E. Bauer, Arch. f. exper. Path. 168, 602 
(1931), dort weitere Hinweise. 

3) Biochem. Z. 180, 1—26 (1927). 
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der gelben Teichrose. Fast gleichzeitig gelang es M. Dohrn, 
Faure, Poll und Blotevogel*), aus den Samen und Frucht- 
anlagen vieler Pflanzen Extrakte zu bereiten, die in ihrer physio- 
logischen Wirkung durchaus den damals bekannten Follikelhormon 
enthaltenden Ausziigen tierischen Ausgangsmaterials entsprachen. 
Sie untersuchten u. a. mit positivem Erfolge: Zuckerriibensamen, 
Kartoffelknollen, Petersilienwurzeln, Kirschen- und Pflaumenfrucht- 
fleisch sowie Hefe und legten den Wirkstoffen die allgemeinere 
Bezeichnung ,,Tokokinine“ bei. Die Befunde dieser Arbeiten sind 
vielseitig bestitigt und erweitert worden: O. O. Fellner?) erbrachte 
den Nachweis von Thelykininen in Mehl, Hafermehl und Reis, 
B.S. Walker und J. C. Janny’) erzielten bei der Untersuchung 
eines gréBeren pflanzlichen Materials unter den Bedingungen ihrer 
Versuchsanordnungen nur mit Erlen- und Weidenkitzchen, sowie 
mit ungekeimtem und gekeimtem MHafer positive Ergebnisse, 
H. Much‘) erzielte eindeutige Brunstreaktion mit Ausziigen von 
Holunder-, Linden- und Nesselbliiten. 

Nach diesen und einigen anderen Untersuchungen ist die 
weite Verbreitung der Tokokinine (Thelykinine) in der gesamten 
Organismenwelt nicht zweifelhaft; daraus erklirt sich nach Asch- 
heim und Hohlweg') auch das von ihnen entdeckte Vorkommen 
,oestrogener Wirkstoffe* im Bitumen, in Erdél, Asphalt, Torf, 
Braunkohle und Steinkohlenteer. 

Die Frage, ob alle diese weit verbreiteten Wirkstoffe iden- 
tisch sind mit dem Follikelhormon der Frau, erscheint von be- 
sonderem Interesse, sie beriihrt nicht nur die immer wieder ge- 
iuBerten Zweifel®) an der Spezifitit des Allen-Doisytestes, sondern 
umfaBt ein Problem von allgemeiner biologischer Bedeutung. 
Wenn auch fiir eine groBe Zahl pflanzlicher Tokokinine, sowie 
fiir die oestrogenen Wirkstoffe im Bitumen in sorgfaltigen Unter- 
suchungen*) gezeigt werden konnte, daB sie alle wichtigen physio- 
logischen Wirkungen des Follikelhormons entfalten (Brunst, Uterus- 
und Vaginalwachstum, Ausbildung der Brustdriise, Vermehrung 
chromaffiner Zellen im Ganglion cervicale uteri u.a.), so kann 


1) Med. Klinik 1926, Nr. 87, 1417. *) Med. Klinik 1926, Nr. 49, 1886. 

*) Endocrinology 14, 389 (1930). 4) Miinch. med. Wschr. 1931, 1992. 

°) Dtsch. med. Wschr. 1933, 32. 

6) Vgl. dazu M. Dohrn, Klin. Wschr. 1927, 359; S. Loewe, Arch. 
f. exper. Path. 122, 366 (1927); B. Zondek, Naturw. 1933, 33. 

") M. Dohrn, Klin. Wschr. 1927, 359; Aschheim u. Hohlweg, 
Dtsch. med. Wschr. 1933, 82. 
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ihre Identitit mit dem tierischen Hormon doch nur durch physi- 
kalische und chemische Charakterisierung der reinen Stoffe ein- 
wandfrei bewiesen werden; das gilt insbesondere, nachdem Cook, 
Dodds und Hewett?) ihre bemerkenswerten und wichtigen Ent- 
deckungen bekanntgegeben haben, nach denen eine ganze Reihe 
von synthetisch zugiinglichen Stoffen mit kondensierten, partiell 
hydrierten aromatischen Systemen [unter ihnen das (1)-Keto- 
(1, 2,3,4)-tetrahydrophenanthren], sowie einige Vertreter der Sterin- 
klasse (Ergosterin, Neoergosterin und Vitamin D) ebenfalls Brunst 
auszulésen vermégen. Wenn diese Stoffe — verglichen mit dem 
Follikelhormon — auch erst in unphysiologisch hohen Dosen eine 
positive Allen-Doisyreaktion geben, mahnen doch diese Beob- 
achtungen zur Vorsicht bei der Deutung der oben erérterten Be- 
funde iiber die Verbreitung des Follikelhormons. 

Wir haben das Ziel der Reindarstellung eines pflanz- 
lichen Tokokinins seit Jahren verfolgt, um die Frage nach 
dem Vorkommen eines tierischen sexuellen Prigungsstoffes im 
Pflanzenreich experimentell zu priifen; diese Untersuchungen ge- 
wannen nach unserem Dafirhalten erhéhtes Interesse durch Ar- 
beiten von Schoeller und Goebel”) iiber die Wirkung des Follikel- 
hormons auf Pflanzen, in denen an einer Reihe von Versuchs- 
objekten (vor allem an Zwiebel- und Knollengewiichsen, sowie an 
Mais- und Tomatenpflinzchen) gezeigt wurde, daB geringe Mengen 
des tierischen Hormons die Bliitenanlage der behandelten Pflanzen 
zur wesentlich schnelleren Entwicklung und Ausreifung zu bringen 
vermogen. 

Die Wahl des Ausgangsmaterials zur Isolierung des Toko- 
kinins war unter verschiedenen Gesichtspunkten zu treffen: wegen 
des mengenmiBig sehr geringfiigigen Vorkommens des Wirkstofies 
muBten geniigende Mengen eines Rohdéles beschaffbar sein, in 
dem das wirksame Prinzip in (relativ) nicht allzu kleiner Konzen- 
tration vorhanden war, zum anderen erschien uns ein Material 
erwiinscht zu sein, dessen Tokokininbestand mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit nicht aus natiirlichem Diinger aufgenommen sein 
konnte. Bei der systematischen Suche nach einem geeigneten 
Rohél durften wir uns der Hilfe des Hauptlaboratoriums der 
Schering-Kahlbaum A.G., Berlin, erfreuen, wo Dohrn und 
Hohlweg eine groBe Zahl von leichter beschaffbaren Pflanzen- 





1) Naturw. 1933, 222; J. Soc. Chem. Ind. (,,Chemistry a. Industry“) 
31. Miirz 1933, 8S. 287—291. 
*) Biochem. Z. 240, 1 (1931); 251, 223 (1932). 

















mw MR 











Darstellung eines krystallisierten pflanzl. Tokokinins (Thelykinins) usw. 107 


stoffen systematisch auf ihren Gehalt an oestrogenem Wirkstoff 
untersuchten'), wihrend wir die uns jeweils iiberlassenen Proben 
auf ihre Kignung fiir die chemische Bearbeitung priiften. Nach 
vielen vergeblichen Versuchen fand sich in den PreBriickstinden 
aus Palmkernen ein Material, das eine Reindarstellung des 
Tokokinins erméglichte. 

Es wurden 50 kg Palmkernriickstiinde verarbeitet, die durch 
wiederholte Extraktion mit heiBem reinen Methylalkohol 2,4 kg 
eines in Methylalkohol léslichen Rohéles?) lieferten, in dem sich 
insgesamt etwa 1 Million ME Wirkstoff befanden, was etwa 100 mg 
«-Follikelhormon entsprechen wiirde. Durch eine in Anlehnung 
an die bei der Reindarstellung des @-Follikelhormons aus Schwan- 
gerenharn ausgearbeitete systematische Fraktionierung konnten 
aus diesem Ol etwa 18mg des oestrogenen Prinzips in kry- 
stallisierter Form dargestellt werden. 

Ks gelang einwandfrei, dieses physiologisch wirksame Kry- 
stallisat, in dem etwa 20°/, der ,,Tokokinin-Wirksamkeit* des Aus- 
gangsmaterials in reiner Form erfaBt worden sind, mit dem 
@-Follikelhormon aus Schwangerenharn, das auch den Haupt- 
anteil des wirksamen Prinzips im Stutenharn darstellt*), zu identi- 
fizieren. 

Schmelzpunkt. Der Schmelzpunkt zeigte einen konstanten 
Wert von 256° (unkorr.), das bei der gleichen Temperatur schmel- 
zende ¢-Follikelhormon aus Schwangerenharn verursachte bei der 
Mischprobe keine Schmelzpunktsdepression. 

Optische Drehung. Die mehrfach beobachtete optische 
Drehung des Krystallisates (in CHCl,) wurde zwischen [«], = 
+ 159° und [a], =+ 170° schwankend ermittelt, in demselben 
Intervall liegen die spezifischen Drehwerte der a-Follikelhormon- 
krystallisate aus Schwangeren- und Stutenharn. 

Absorption im Ultraviolett.4) Das krystallisierte Toko- 


1) Es wurden untersucht: Frischkeimlinge, Kokosmilch, Kokosdl, 
Kokoskuchen, Sojaél, Sojaschrot, Leinél, Leinkuchen, Sesamél, Lebertran, 
Extrakt der weiBen und blauen Lupine, Arachisél, Seifenunterlauge und 
Palmkernkuchen. 

*) Dieses Rohél wurde uns vom Hauptlaboratorium der Schering- 
Kahlbaum A.-G., Berlin zur Verfiigung gestellt. 

8) In Ubereinstimmung mit E. Laqueur u. A. Girard haben wir aus 
neueren Aufarbeitungen von Stutenharn [im Gegensatz zu den friiher er- 
zielten Ergebnissen, Diese Z. 208, 129 (1932)] auch das «-Follikelhormon 
darstellen kénnen. Auf die verschiedenartigen Wirkstoffe des Stutenharns 
soll spiiter ausfiihrlich eingegangen werden. 

*) Ausgefiihrt von Herrn cand. chem. Pallutz. 
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kinin (400 y in 2 ccm Alkohol) zeigt ein Absorptionsmaximum 
bei 283—285 mu; die Absorptionskurve deckt sich véllig mit der 
des «-Follikelhormons.) 

Analytische Zusammensetzung. 

3,551 mg Subst.: 10,395 mg CO,, 2,630 mg H,O. 

C,5H9203 Ber. C 79,9 H 8,2 Gef. C 79,84 H 8,13. 

Benzoat des Tokokinins. Ein aus 2 mg Tokokinin mit 
Benzoylchlorid und Alkali bereitetes Benzoat zeigte nach dem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol einen Schmelzpunkt 
von 215°, nach einer vorsichtigen Sublimation im Hochvakuum 
einen solchen von 216°. Ein Mischschmelzpunkt mit #-Hormon- 
benzoat (Schmelzp. 216°) zeigte keine Depression. 

Semicarbazon des Tokokinins. Aus 4 mg Tokokinin 
wurde das Semicarbazon bereitet, das sich in feinen Nadeln ab- 
schied, nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 259° schmolz 
(unter leichter Zersetzung) und mit dem Semicarbazon des 
a-Follikelhormons (Schmelzp. 259°) keine Depression zeigte. 

Physiologische Wirksamkeit. Um die physiologische 
Wirksamkeit des isolierten Krystallisates mit der des a-Follikel- 
hormons zu vergleichen, wurden gleichzeitig unter denselben Be- 
dingungen des Testes und denselben AuBenbedingungen ausgewertet: 
1. a-Follikelhormon aus Schwangerenharn, 2. «-Follikelhormon 
aus Stutenharn und 3. das isolierte Tokokinin. Die physiologische 
Wirksamkeit aller 3 Priparate war vollig iibereinstimmend und 
wurde in der vorliegenden Versuchsreihe zu 5 Millionen ME pro 
Gramm ermittelt. Eine Kontrollauswertung der Vergleichssub- 
stanzen ergab den friiher zumeist ermittelten Wert von 8—10 Mil- 
lionen ME pro Gramm.’) 


Die vorliegende Untersuchung beweist einwandfrei das Vor- 
kommen des tierischen Follikelhormons im Pflanzenreich; wenn 
auch zunichst nur fiir einen Fall die Identitit eines pflanzlichen 
Tokokinins mit dem tierischen Hormon sicher bewiesen ist, so 
hegen wir im Hinblick auf die vorliegenden physiologischen Unter- 
suchungen keine groBen Bedenken gegen eine Verallgemeinerung 


1) Diese Z. 208, 129 (1932). 

*) Um solche bei der Auswertung von Follikelhormonkrystallisaten 
hiufiger beobachteten Schwankungen in den ,,absoluten‘‘ Gehaltszahlen zu 
vermeiden, wird auf Vorschlag einer Standardisierungskommission des 
Vélkerbundes in Zukunft nur durch Vergleich mit einem internationalen 
Standardpriparat (1 Einheit = 0,1 7) ausgewertet werden (vgl. Z. angew. 
Chem. 46, 92 (1933). 
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dieses Befundes in bezug auf die iibrigen ,,oestrogenen Wirkstoffe“ 
des Pflanzenreiches, wodurch naturgemiiB nicht die Méglichkeit 
ausgeschlossen werden soll, daB auch hier — wie im Tierreich !) — 
nahe chemische Verwandte mit gleicher physiologischer Wirkung 
nebeneinander vorkommen. Im Hinblick auf die vielen ,,Brunst- 
stoffe“, die bisher im Tierversuch aufgefunden wurden, erscheint 
es uns besonders bemerkenswert, daB wir aus pflanzlichem Mate- 
rial dasjenige Hormonkrystallisat isoliert haben, welches von 
allen bisher bekannten natiirlichen Brunststoffen des Tierreichs 
die weitaus héchste Wirkung entfaltet. 

Die weite Verbreitung eines tierischen Hormons im Pflanzen- 
reich ist vom biologischen Standpunkt aus nicht ohne Interesse 
und unseres Wissens ohne Analogie.”?) Darum schon bedarf die 
Frage nach der Bedeutung dieses Wirkstoffes im Pflanzenreich 
einer genaueren Analyse. Die wichtig erscheinende Angabe von 
Walker und Janny‘), da8 der Hormongehalt des Hafers sich 
beim Keimen wesentlich vermehrt (was fiir die Synthese des 
Hormons an der Pflanze sprechen kénnte) haben wir in einem sorg- 
filtigen Bilanzversuch nicht bestitigen kénnen: wir fanden vor und 
nach der Keimung in 1 kg Hafer die gleiche Menge von etwa 
50 ME Tokokinin. — Die Tatsache, daB das tierische Follikel- 
hormon im Pflanzenreich weit verbreitet ist und sich hier an- 
scheinend besonders in den Bliiten, Knollen und Friichten vor- 
findet, 14Bt es im Hinblick auf die Versuchsergebnisse von Schoeller 
und Goebel‘) iiber die Beschleunigung der Bliitenentfaltung durch 
krystallisiertes Follikelhormon durchaus als méglich erscheinen, 
daB dem sexuellen Priigungsstoff des Tierreichs im Pflanzenreich 
besondere Aufgaben zufallen.’) 


1) Vgl. Naturw. 1933, S.50 und Diese Z. 216, 49 (1933). 

2) Die blutzuckersenkenden Stoffe des Pflanzenreichs (die ,,Gluco- 
kinine“ Collips) sind wohl sicher nicht mit dem Insulin der Bauch- 
speicheldriise identisch (vgl. Staub, das Insulin, 2. Aufl., Berlin 1925, 8. 47); 
eine gewisse Parallelitit liegt vielleicht beim Vitamin C (Ascorbinsiiure) vor, 
das anscheinend von einigen Tierarten als Wirkstoff ganz oder teilweise 
selbst im Organismus bereitet wird, im iibrigen im Pflanzenreich weit ver- 
breitet vorkommt und mit der Nahrung als akzessorischer Nihrstoff auf- 
genommen wird (vgl. Micheel, Das Vitamin C, Der Biologe 1933, S. 193). 
Ob das miinnliche Sexualhormon als ,,Androkinin‘‘ eine ebenso weite Ver- 
breitung im Pflanzenreich findet wie das ,, Thelykinin“, bedarfnoch der Priifung, 
sein Vorkommen ist bisher von 8S. Loewe in minnlichen Weiden- und 
Birkenkitzchen und Hefe [Biochem. Z. 237, 214 (1931)] nachgewiesen worden. 
3) a. a. O. *) a. a. O. 

5) Vgl. dazu Loewe, Biochem. Z. 244, 355 (1932). 
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Beschreibung der Isolierung des Follikelhormons 
aus Palmkernriickstanden. 

(Die tierphysiologischen Auswertungen 
wurden von Friulein D. v. Dresler durchgefiihrt.) 

Herstellung des Palmkernrohextraktes.') 50 kg Palmkernpre®Briick- 
stinde wurden mit Methanol in der Riihrblase 3 mal hei8 extrahiert, die ver- 
einigten Methanolextrakte zentrifugiert und dann das Methanol abdestilliert. 
Der Riickstand (3,1 kg) wurde wieder in Methanol aufgenommen und yon 
dem nunmehr Ungelésten abfiltriert. Nach dem Verdampfen des Lésungs- 
mittels wurden 2,39 kg ,,Rohextrakt“ gewonnen. 

Beispiel fiir die Aufarbeitung des Rohextraktes. In Anlehnung 
an die Methodik von A. Butenandt zur Aufarbeitung von Robh- 
dlen aus Schwangerenharn’) wurde wie folgt verfahren: Je 200 g 
des Palmkernextraktes wurden mit 400 ccm 6°/,iger methanolischer 
Kalilauge 11/, Stunden am RiickfluBkiihler hydrolysiert, der 
Alkohol zur Halfte abdestilliert und die Verseifungslauge mit 
Wasser auf etwa 2 Liter verdiinnt. Nach dem Ansauern mit Salz- 
siure wurde erschépfend mit Ather extrahiert. Die dunkelbraun 
gefirbte Atherlésung wurde nach Befreiung von braunem, pulver- 
formigem Niederschlag mit 5°/,iger Sodalésung so lange geschiittelt, 
bis diese sich nicht mehr anfirbte. Nach dreimaligem Waschen der 
Sodalisung mit frischem Ather wurden die Atherlésungen ver- 
einigt und nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat eingedampit. 

Das erhaltene braune Ol, dessen Menge durchschnittlich 40 ¢ 
betrug, wurde bei einem Druck von etwa 12 mm Hg destilliert, 
wobei eine Fraktion, die unter 200° als z. T. blaBgelbes Ol tiber- 
geht, abgetrennt wurde. Diese Fraktion erwies sich als physio- 
logisch unwirksam. 

Es hinterblieben im Fraktionierkolben etwa 10 g eines dunkel- 
braunen Ols von einer physiologischen Wirksamkeit bis zu 10000 ME 
pro Gramm. Dieses Ol wurde in 40 ccm Methanol geldst und 
mit 20 ccm konz. Salzsiure 11/, Stunden durch Erhitzen auf dem 
Wasserbad einer sauren Hydrolyse unterworfen. Nach dem Ver- 
dimnen mit Wasser wurde ausgeithert und der Aatherischen 
Lisung nochmals unwirksame saure Begleitstoffe mit 5°/,iger 
Sodalésung entzogen, wodurch wiederum ein deutlicher Reini- 
gungseffekt erzielt wurde. Nach dem Waschen der Sodalésung 
mit Ather wurden die vereinigten Atherlésungen mit 10 °/, iger 
Natronlauge wiederholt und ausdauernd geschiittelt. Das Toko- 

1) Diese Bereitung des Rohéls wurde fiir uns im Hauptlaboratorium der 
Schering-Kahlbaum A.-G. Berlin durchgefiihrt. 

2) Abh. d. Ges. d. Wiss. Géttingen, Math.-phys. Klasse, III. Folge, 
Heft 2, Berlin 1931. 
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kinin geht nunmehr in die alkalische Liésung: Nach dem Ansiiuern 
des alkalischen Auszuges wurden ihm die (phenolischen) Anteile 
mit Ather entzogen, die nach dem Verdampfen des Athers als 
dickes rotbraunes Ol erhalten wurden und eine Wirksamkeit 
von etwa 35000 ME pro Gramm zeigen. Das entspricht einer 
Gesamt-Tokokininausbeute von etwa 80°/,. 


Arbeitsgang zur Herstellung von krystallisiertem Follikelhormon 


aus Palmkernextrakt. 
Rohextrakt 
Hydroiyse mit 6°/,igem 


alkoh. | KOH, 
sauer | ausgedathert 


Y 
Atherlésung 


| 
Mit 5°/,iger | Sodalésung 








... 8e | schiittelt, > Sodafraktion I (1000 ME) 
Ather | verdampft 
Y 
Unverseif bares 
Destilliert | bei 12 mm Hg ——————-—_>  Fraktion unter 200° (100 ME) 
Y 


Unverseifbares, Fraktion 
liber 200° (Wirksamkeit 10000 ME/g) 


Mit HCl | hydrolysiert 


‘* Mit 5°/,ig. Soda- ; 
Atherlésung eae” Sodafraktion II 

















Mit n/10-NaOH | geschiittelt > Restither: neutraler Anteil 
vy 
Phenolische Anteile (Wirksamkeit 75000 ME/g; Hormonausbeute 
Vv 80 °/9) 
erteilung | zwischen 
Petrolather | u. wiBrigem > Petrolitherlésliches 
Methyl] | alkohol (20000 ME/g) 
Y 
Alkohollésliches (Wirksamkeit 175000 ME/g; Hormonausbeute 
68 °/o) 
Destilliert bei | 0,001 mm Hg 
Y 


Fraktion von 130—165° 


Mit Essigester 
Aus verd. 
umkrystal 


angerieben. 
Alkohol 
lisiert 





¥ 
Tokokininkrystallisat, identifiziert als «-Follikelhormon (Hormon- 
Schmelzp. 254—256° ausbeute insgesamt 20 °/,) 
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Die so dargestellten ,phenolischen Anteile* wurden jetzt einer 
Verteilung zwischen 50°/,igem wiBrigem Alkohol und Petrolither 
unter Einhaltung folgender Technik unterworfen: 

Je 5g des Oles wurden in 80 ccm Methanol gelist, dazu 
5 ccm Petroliither und 10 ccm Wasser gegeben. Darauf wurde 
mit der Halfte des Volumens an Petrolither ausgeschiittelt und 
der dunkelbraune Petrolither abgetrennt. Zur wiBbrigen Lisung 
wurden weitere 10 com Wasser gegeben, wobei Triibung und lang- 
sames Ausfallen zaiher brauner Schmieren eintrat. Beim Aus- 
schiitteln mit Petrolither entstand eine dichte Emulsion, die, wie 
die nach dem folgenden dritten Wasserzusatz von 10 ccm, erst 
nach tagelangem Stehen eine klare Trennung beider Phasen 
erméglichte. Die abgetrennte alkoholisch-wiBrige Lésung wurde 
darauf auf das 3- bis 4fache mit Wasser verdiinnt und mit 
Ather erschépfend ausgezogen. Nach dem Filtrieren und Ver- 
dampfen des Lésungsmittels hinterblieben die in Petroliither 
léslichen Anteile als dunkelbraunes Ol, wiihrend die alkoholische 
Phase eine dunkelrote, klare, sehr ziihe Masse bildete, die eine 
physiologische Wirksamkeit von 175000 ME pro Gramm besaii, 
entsprechend einer Tokokininausbeute von 85°/). 

Diese Fraktion wurde in kleinen Anteilen im Hochvakuum 
destilliert, wobei die bei 0,001 mm Hg und 130—165° iiber- 
gehende Fraktion meist schon im Retortenhals eine Krystallmasse 
bildete. Nach dem Herauslisen und Anreiben mit Essigester wurde 
das erhaltene Krystallisat durch Umlésen aus Alkohol gereinigt. 

Die Aufarbeitung ist aus dem Schema auf Seite 111 zu ent- 
nehmen. 

Zusammenfassung. 


Aus Palmkernriickstiinden (50 kg) konnte das im Allen-Doisy- 
Test wirksame Prinzip (Tokokinin, Thelykinin) in krystallisierter 
Form (18 mg) abgeschieden und mit «-Follikelhormon aus Schwange- 
ren- oder Stutenharn identifiziert werden. 


Herrn Prof. W. Schoeller sprechen wir unseren ergebenen 
Dank aus fiir die Férderung dieser Arbeit durch das Hauptlabora- 
torium der Schering-Kahlbaum A. G. Berlin. 

Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
haben wir fir finanzielle Hilfe zu danken; dem einen von uns (J.) 
wurde die Durchfiihrung dieser Arbeit durch die Verleihung eines 
I.-G.-Stipendiums ermiglicht. 
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Uber Zwischenverbindungen bei enzymatischen Reaktionen, 
erlautert am Beispiel der katalatischen 
Wasserstoffperoxyd-Zersetzung. 

Von 
H. Albers. 

Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Hamburgischen Universitit.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1933.) 


Der Theorie enzymatischer Zwischenverbindungen haben L. Michaelis 
und M. Menten’) zum ersten Mal einen exakten Ausdruck verliehen. Sie 
benutzten als Grundlage ihrer Ableitungen das Massenwirkungsgesetz’*) und 
die Annahme, da8 sich in einer homogenen Primiirreaktion ein Molekiil des 
Ferments mit einem Molekiil des Substrats verbinde. Die Dissoziations- 
konstante dieser Zwischenverbindung ist bestimmbar: Trigt man in einem 
Koordinatensystem die Geschwindigkeit der untersuchten Reaktion (Ordinate) 
gegen den negativen Logarithmus der Substratkonzentration (Abszisse) auf, 
so erhiilt man die bekannten S-férmigen ,,Aktivitiits-p.-Kurven“, aus denen 
die Dissoziationskonstante bestimmt wird. — Diesen experimentell hiufig 
bestiitigten *) Ableitungen stehen die Formulierungen gegeniiber, die in der 
Fermentreaktion eine heterogene Katalyse sehen und eine Adsorptionsver- 

1) Biochem. Z. 49, 339 (1913). 

*) Vor ihnen haben das Massenwirkungsgesetz bereits in Betracht 
gezogen: M. Barth, Ber. chem. Ges. 11 481 (1878); C. O’Sullivan u. 
Tompson, J. chem. Soc. London 57, 483 (1890); I. H. Kastle und A. 
S. Loevenhart, Amer. chem. J. 24, 491 (1900); A. Brown, J. chem. Soe. 
London $1, 373 (1902); H. Brown u. Glendinning, ebenda 81, 388 (1902); 
G. Senter, Z. physik. Chem. 44, 257 (1903); 51, 673 (1905); A. Bach, Ber. 
chem. Ges. 37, 3785 (1904); 38, 1878 (1905); E. F. Armstrong, Proc. Roy. 
Soc. [B] 73, 512 (1904); V. Henri, Z. physik. Chem. 51, 32 (1905). 

Neuerdings hat W. Langenbeck fiir die Fermentmodelle seiner 
,, Hauptvalenzkatalysatoren“ Ableitungen gegeben, die den Michaelisschen 
Gleichungen analog sind. — (Vortragsreferat Angew. Chem. 46, 29 (1933); 
Ergebn. d. Enzymforschung 2, 330 (1933)). 

5) U. a. von H. v. Euler und Mitarb., Diese Z. 110, 55 (1920); 
124, 159 (1922/23); R. Willstitter, R. Kuhn u. H. Sobotka, ebenda 129, 
33 (1923); 134, 224 (1923/24); K. Josephson, ebenda 134, 50 (1924); 136, 
62 (1924); R. Kuhn, ebenda 128, 28 (1923). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIII. 8 
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bindung zwischen Ferment und Substrat annehmen.') Hitchcock’) sowie 
besonders R. Weidenhagen und E. Landt’) zeigten, daB die Anwendung 
der Adsorptionsisotherme fiir die Beschreibung von Fermentreaktionen zu 
Ausdriicken fiihrt, die formal den auf der Grundlage des Massenwirkungs- 
gesetzes von Michaelis und Menten gewonnenen Ausdriicken gleich sind. 

Viele Fermente zeigen beim Uberschreiten einer gewissen Substrat- 
konzentration ein Zuriickgehen ihrer Aktivitit. Trigt man wiederum die 
Geschwindigkeit der Reaktion gegen den negativen Logarithmus der Sub- 
stratkonzentration in einem Koordinatensystem in der tiblichen Weise auf, so 
erhilt man glockenférmige Aktivitiits-p.-Kurven, die bei einigen Fermenten 
symmetrisch *), beianderen unsymmetrisch’) verlaufen. NachJ.S.B. Haldane®) 
kann das Abklingen der Aktivitit bei Substratiiberschu8 damit erklirt werden, 
daB sich dem in der Primirreaktion entstandenen Molekiil FS (ein Molekii| 
Ferment + ein Molekiil Substrat) ein zweites Molekiil des Substrats anlagert 
zu einer nicht mehr reaktionsfihigen Verbindung FS,. Tatsichlich ergeben 
sich aus diesem Gedanken heraus Formeln, die den glockenférmigen Ver- 
lauf der Kurven erkliren und die formal identisch sind mit den fiir den 
Dissoziationsrest eines Ampholyten aufgestellten Formeln. 

Diese Formeln sind aber nur imstande, symmetrische Kurvenziige 
zu beschreiben. G. M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz’) haben 
versucht, auf Grund der Langmuirschen Adsorpstionsisotherme auch un- 
symmetrische Maximumkurven ihrer Esterasesysteme zu erkliren. Sie 
stellen eine Formel auf, die zusiitzlich ein Glied mit einer zweiten Adsorp- 
tionskonstanten fiir die Adsorption zweier Substratmolekiile am Enzym- 





1) V. Henri, Z. physik. Chem. 51, 32 (1905); W. M. Bayliss, Biochemie. 
J. 1, 222 (1906); Proc. Roy. Soc. 84, 81 (1911); The Nature of Enzyme 
Action, 3. Ed. 107 (1914); H. E. Armstrong u. Mitarb., Proc. Roy. Soe. S86, 
328 (1913); G.S. Hedin, Grundziige der physik. Chemie in ihrer Beziehung 
zur Biologie. 2. Aufl. (1924); J. M. Nelson u. Vosburgh, J. Amer. chem. 
Soc. 39, 790 (1917); E. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentf. 1—4 (1916 
bis 1920); E. Abderhalden u. H. Handovsky, ebenda 4, 316 (1920/21); 
A. Fodor, Das Fermentproblem, 2. Aufl. (1929); Ergebn. d. Enzymforschg. 
1 (1932); A. Fodor u. L. Frankenthal, Biochem. Z. 228, 101 (1931); 
Fermentf. 11, 469 (1930). 

*) J. Amer. chem. Soc. 48, 2870 (1926). 

5) Z. d. Ver. Dtsch. Zuckerind. 80, 25 (1930); dazu H. Fisehgold u. 
R. Ammon, Biochem. Z. 247, 338 (1932). 

4) Z. B. bei der Einwirkung von Schafleberesterase auf Mandelsiiure— 
Athylester [E. Bamann u. M. Schmeller, Z. physiol. Chem. 183, 149 (1929)). 
Vgl. auch Fig., Kurve b und ec. 

5) Z. B. bei der Einwirkung von Katalase auf Wasserstoffperoxyd 
(K. G. Stern, Z. physiol. Chem. 209, 179 (1932)]. Vgl. Fig., Kurve a. 

6) J.S. B. Haidane, Enzymes, S. 84 (London 1930); J. S. B. Haldane 
u. K. G. Stern, Allgem. Chemie d. Enzyme, S. 105f. (1932). 

’) Z. physiol. Chem. 215, 128 (1933); H. Fischgold u. R. Ammon 
[Biochem. Z. 247, 338 (1932)] erkliren nach dem Vorgange von R. Weiden- 
hagen (a. a. QO.) die Aktivitits-p.-Kurve der Esterasesysteme als Adsorptions- 
isotherme und den absteigenden Ast der Kurven durch eine Verdriingung 
des zur Hydrolyse notwendigen Wassers durch Substrat. 
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molekiil enthilt. Diese Formel vermag auch den absteigenden Kurvenast 
wiederzugeben, welcher nicht wieder dem Nullwert zustrebt, sondern sich 
einem endlichen Wert asymptotisch niihert. Im Sinne einer friiheren Arbeit 
von Bamann und Laeverenz') wird dem bei SubstratiiberschuB sich 
bildenden Komplex FS, eine gegeniiber dem Komplex FS geringere, aber 
endliche Zerfallsgeschwindigkeit zugeschrieben. Bamann und Laeverenz 
halten auch die Bildung noch héherer Komplexe, z. B. F'S,, fiir méglich. 


Nun gibt es aber Fermentreaktionen, die sich nach den oben 
skizzierten Ableitungen nicht zwanglos deuten lassen. Michaelis 
und Menten haben ihren Ableitungen die Reaktion 

F+S = FS —>F+P 
(F: Ferment S: Substrat P: Produkt) 
zugrunde gelegt. Daraus ergibt sich fiir die Anfangsgeschwindig- 
keit der Reaktion der Ausdruck*): 
: [S] 
() eee os 
worin KC die Dissoziationskonstante der primiren Zwischenver- 
bindung #'S und [S] die Substratkonzentration bedeuten. Diese 
Formel stellt die mathematische Beschreibung jener schon erwihnten 
Aktivitiits-p.-Kurven (vgl. Figur) dar. Die Maximalgeschwindigkeit V 
wird als Ordinateneinheit gewihlt. Die Dissoziationskonstante 
ist gegeben durch die Substratkonzentration an der Stelle der 
halben maximalen Geschwindigkeit V= 1/,. Fir diese Stelle, fiir 
den Wendepunkt der Kurve, ergibt sich der Neigungswinkel & zu 
30° (tg @ = 0,576), sofern Ordinate und Abszisse im gleichen Mab- 
stab gemessen werden.’) Das bedeutet aber, daB einer bestimmten 
Héhe des Kurvenmaximums ein bestimmter Neigungswinkel ei n- 
deutig zugeordnet ist, eine Tatsache, auf die schon Michaelis 
und Menten in ihrer grundlegenden Arbeit hinwiesen.*) 

Jenem Hinweis hat man bisher wenig Gewicht beigelegt. 
Man glaubte, die wichtigen Werte der Dissoziationskonstanten 
entweder nur aus der Hohe des erreichten Maximums oder nur 
aus dem Richtungsfaktor am Wendepunkt der erhaltenen Aktivitits- 
ps-Kurven bestimmen zu kénnen. Tatsichlich zeigen aber gewisse 
Fermentsysteme die so vorausgesetzte Ubereinstimmung zwischen 


) Ber. chem. Ges. 64, 897 (1931). 

*) Vgl. die allgemeine Ableitung auf S. 116. 

5) Ist dies nicht der Fall und ist die Neigungstangente gleich », so 
ergibt sich der ,,rationelle‘ MaBstab der Ordinate als das »/0,576 fache der 
Abszisseneinheit. 

*) Biochem. Z. 49, 346 (1913). 
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diesen beiden GréBen nicht. Daher sei auf eine Ableitung hin- 
gewiesen, die diese Unstimmigkeit umfaBt, und die fir Arbeiten 
auf dem Gebiete der Fermentforschung eine allgemeine Bedeutung 
hat. Diese Ableitung ergab sich im Zusammenhang mit Fragen, 
die beim Studium des Systems Oxynitrilese—Benzaldehyd—Blau- 


siure auftraten.’) 


Ableitung von allgemeinen Formeln fiir die Geschwindigkeit 
von Fermentreaktionen in Abhangigkeit von der Substratkonzentration. 


Den Michaelisschen Ableitungen liegt ausschlieBlich die 
Reaktion F + SF S— fF +P zugrunde. Allen Ferment- 
reaktionen, auf die man diese Ableitungen angewendet hat, ist 
stillschweigend dieser Mechanismus zugeordnet worden. Damit 
wird ihm eine Allgemeingiiltigkeit zugeschrieben, die ihm keines- 
wegs innewohnt. Die Reaktion / + S, in der ein Substratmolekiil 
mit einem Fermentmolekil primiir zu einer Zwischenverbindung F'S 
zusammentritt, stellt nur einen hiufig vorkommenden Fall ferment- 
chemischer Reaktionsweisen dar. Es ist durchaus denkbar, daf 
in einer Primirreaktion F + 2S eine Zw ischenverbindung FS, ent- 
steht, oder, allgemein gesprochen, daf in einer Primirreaktion 
F+nS eine Zwischenverbindung /’'S, entsteht.?) 

Fiir die Reaktion von » Substratmolekiilen mit einem Ferment- 
molekiil*) gilt naturgemiB die Michaelissche Ableitung nur nach 
einer entsprechenden Seog In der Reaktion 


F+unS == FS, —> F+2P 


sei K, die Gleichgewichtskonstante der zur Zwischenverbindung FS 


fiihrenden Reaktion. [F)}, [S] und [FS »] Seien die im Gleichgewicht 
vorhandenen Konzentrationen, [/’,] sei die insgesamt vorhandene 
Fermentmenge, die also die Summe yon gebundenem und un- 
gebundenem Ferment darstellt. Die im Gleichgewicht befindliche 


1) Vgl. H. Albers u. K. Hamann, Biochem. Z, 255, 44 (1932). 

*) Selbstverstindlich kann die Bildung dieser Zwischenverbindung FS, 
in Stufenreaktionen vor sich gehen. Ein gleichzeitiger Zusammensto8 des 
Fermentmolekiils mit » Substratmolekiilen ist weder notwendig noch wahr- 
scheinlich. 

8) Denkbar ist auch eine Reaktion mit mehr als einem Fermentmolekiil, 
doch diirfte die Wahrscheinlichkeit fiir diese Reaktion wegen der kolloiden 
Beschaffenheit des Fermentmolekiils gering sein. Sie wird im folgenden 


nicht behandelt. 
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Menge [8] ist praktisch gleich der ttberhaupt vorhandenen Sub- 
stratkonzentration.!) Nach dem Massenwirkungsgesetz gelten die 


Beziehungen: Laat 
(LF. — [FS,]) -[S!" = K,-[F'S,], 
[F'S,]-(K, + [S}) = [F]-[S)’; 
: [s}? 
(FS) = Pilg ee 
Nun ist die Reaktionsgeschwindigkeit am Anfang der Reaktion 
proportional der Menge der Zwischenverbindung /’S,. Da ferner 
die insgesamt vorhandene Fermentmenge [/’,] eine Konstante dar- 
stellt, so erhalten wir fiir eine der Reaktionsgeschwindigkeit pro- 
portionale GréBe V den Ausdruck 


(2) V ee U —_ ° 
| = + [S}” 


urspriinglichen Michaelisschen Beziehung (1), daB er die Substrat- 
konzentration in einer Potenz enthalt. Wird n= 1, so geht er 
in die Michaelissche Beziehung iiber. 

Ks ist ersichtlich’), daB die Dissoziationskonstante A, gleich 
derjenigen zur n-ten Potenz genommenen Substratkonzentration 
ist, bei deren Basis [S] die halbe maximal erreichbare Geschwindig- 
keit V =1/, gegeben ist: K, = [S] 72, 

Es handelt sich also zunichst darum, den Zahlenwert fiir n 
zu ermitteln: Der Richtungsfaktor am Wendepunkt ist durch 
Differenziation der umgeformten Gleichung (2) gegeben. Ist s = 
log[S], so ist 

10"* epns 


V= _ 


—— = ———___ (10 = e? = ¢*®). 
K, + 10° K,, +e?” 








Dann ist 
dV _ nepeK,-e?"* 
| (cP™§ + K,)* 
Fir V =1/, wird der Differenzialquotient 
dV _ np _ n+2,303 
es <¢ 4 
') S. G. Hedin hat die Berechtigung dieser Gleichsetzung angezweifelt 
(Grundziige der Physik. Chemie in ihrer Beziehung zur Biologie, 2. Aufl. (1924), 
151; Diese Z. 146, 122 (1925); 154, 252 (1926). Gegen seine Ansichten haben 
sich gewandt Michaelis, Diese Z. 152, 183 (1929); Josephson, ebenda 
147, 55 (1925); 157, 115 (1926); Kuhn u. Miinch, ebenda 163, 3 (1927). 
*) Wendepunktsbedingung: Der 2. Differenzialquotient der Beziehung (2) 
wird gleich 0 gesetzt. 


= n-0,576. 
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Das heibt: Unter der Voraussetzung, daf die Einheiten von Abs- 
zisse und Ordinate im gleichen Mabstab gemessen werden, ha: 
die erhaltene Kurve im Wendepunkt (_V = 1/,) eine Richtungs- 
tangente von n-0,576./) Ist diese Voraussetzung nicht gegeben, 
und ist die Richtungstangente im Wendepunkt gleich v, so be- 
triigt die Kinheit der Ordinate, die durch die Maximalgeschwindig- 
keit V gemessen wird, das es g-fache der Kinheit der Abszisse. — 
Um den Zahlenwert von n zu gewinnen, muBb demnach 
einerseits die Richtungstangenteim Wendepunkt, anderer- 
seits das Verhaltnis der Koordinateneinheiten bekannt 
sein. Fiir die Kenntnis dieses Verhiltnisses ist auf jeden Fall 
die Kenntnis der maximal erreichbaren Geschwindigkeit notwendig. 
Nur aus vollstandigen, bis zu ihrem Maximum bekannten 
Aktivitats-p.-Kurven kann der Wert fiir » und damit der Wert 
fiir die Dissoziationskonstante K, der Ferment-Substratverbindung 
eindeutig gewonnen werden. Die Bestimmung von n diirfte sich 
meistens nicht schwierig gestalten, da m immer eine ganze Zalhl 
darstellen muB.?) 

Es ist demnach méglich, die Anzahl der Substratmolekiile 
zu bestimmen, die in einer Primirreaktion mit dem Ferment- 
molekiil zu einer reaktionsfahigen Zwischenverbindung zusammen- 
treten. Nun bilden aber offenbar viele Fermente beim Uberschreiten 
einer gewissen Substratkonzentration weitere, nicht mehr reaktions- 
fihige Verbindungen mit ihrem Substrat. Die Deutung des auf 
diese Verbindungen zuriickzufiihrenden Wiederabfalls der Aktivi- 
tits-p,-Kurve nach Haldane hat nun ebenfalls nach den oben 
gegebenen Voraussetzungen in allgemeiner Form zu geschehen. 

In einer ersten Reaktion entsteht aus Ferment und Substrat 
eine reaktionsfiihige Zwischenverbindung f'S.: 


F4+nS <> FS.(—> F+cP). 


1) Die Neigungswinkel sind also fiir n = 1 30°,n =2 49°, n= 3 60° usw. 

2} Anmerkung: Allerdings kann auch der Fall gedacht werden, da 
ein Ferment mit seinem Substrat 2 Arten von reaktionsfihigen Zwischen- 
verbindungen, z.B. FS und F'S,, bildet. Dann braucht der aus der Kurve 
abgeleitete Wert fiir » nicht ganzzahlig zu sein. Meist diirften sich aber 
in diesem Fall keine einfachen (S-férmigen) Aktivitits-p.-Kurven ergeben. 
Zu erwarten ist das Auftreten jener schon erwihnten glockenférmigen 
Maximumkurven, denn es ist nicht wahrscheinlich, daB die beiden Ver- 
bindungen in ihrer Reaktionsfreudigkeit gleich sind. Vgl. dazu die be- 
sprochene Arbeit von Schwab, Bamann u. Laeverenz (a.a.0.). 
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Von einem gewissen Uberschu8 des Substrates an entsteht 
eine zwelte Verbindung FS,,,, die nicht mehr reaktionsfihig 


sein soll: 
Y y at CY 
FS, +mS = FS,.,- 

kK, und K,, sind die Dissoziationskonstanten dieser beiden 
Verbindungen, [/',| sei die insgesamt vorhandene Fermentmenge, 
welche die Summe von gebundenem und ungebundenem Ferment 
darstellt. Die Menge [S] des Substrates soll durch die Bindung 
an das Ferment praktisch nicht vermindert werden. Dann be- 


stehen nach dem Massenwirkungsgesetz folgende Beziehungen: 


(F,] — [FS,] — (FSi4n]) (SP? = K,-[FS,], 








” [F S,]-[S]" 
[F a ss ion ’ 
TO ae 7 ; [S]” a ee 
LPS.) = Ho] (sp + K, + (SPt"/ Ky 
1 


= ol a4 K,/SP SP /Ke 


Die Reaktionsgeschwindigkeit am Anfang der Reaktion ist 
proportional [FS], [F,] ist eine Konstante. Also ergibt sich fiir 
eine der absoluten Geschwindigkeit proportionale GriBe V der 
Ausdruck: 


(3) Ve= 


1+ XK,/(S! + (S}"/Ke- 





In diesem Ausdruck ist A, = (SJ) _ mn und K,, = (SJ) _ 1,9 80- 
fern sowohl der ansteigende als auch der absteigende Kurvenast je 
eine volistiindige Dissoziationsrestkurve darstellen. Die Gleichung (3) 
ist der allgemeine Ausdruck fiir eine Aktivitiits-p.-Kurve, deren 
abfallender Ast seine Entstehung dem Auftreten einer nicht mehr 
reaktionsfihigen Verbindung des Fermentmolekils mit einem ge- 
wissen Uberschu8 von Substratmolekiilen verdankt. 

Die Stelle des Maximums einer solchen Kurve wird durch 
den Differentialquotienten a 0 bestimmt, sie ergibt sich dem- 
nach fiir die Substratkonzentration 


, aay 
(4) [S]atax. _ a , Fin a 
Ist n = m, so ergeben sich symmetrische Maximumkurven, 
andernfalls sind die Kurven unsymmetrisch. 
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Die zuletzt besprochenen Ableitungen erfahren insofern eine Kompli- 
kation, als der héchst erreichbare Punkt einer Maximumkurve nicht un- 
bedingt ein ,,echtes“ Maximum zu sein braucht.') Bei der einem ,,echten“ 
Maximum entsprechenden Substratkonzentration liegen die Verbindungen 
FS, und FS, ,, beide undissoziiert vor; die die Gesamtkurve zusammen- 
setzenden Kurveniste, der ansteigende und der absteigende, sind einzeln 
als vollstindige Aktivitits-ps-Kurven zu betrachten. Diese beiden Kurven- 


iste kinnen sich aber tiberschneiden, so daf sich nun ebenfalls ein scheinbar 
zu niedriges*) ,unechtes“ Maximum ergibt. — Fiir den Fall der von Haldane 
postulierten Verbindungen FS und /'S, hat D. R. P. Murray’) am System 
Schafleberesterase-Athylbutyrat ein Beispiel und seine theoretische Be- 
handlung aufgezeigt.®) 

Es fragt sich, wie ein solches ,,unechtes“ Maximum (durch Uber- 
schneiden zweier Kurven entstanden) von einem ,,echten‘“‘ Maximum (durch 
dissoziationsfreie Bindung gekennzeichnet) zu unterscheiden ist. Diese Unter- 
scheidung ist immer dann méglich, wenn der Kurvenzug experimentell ge- 
niigend sicher bekannt ist. Man zieht zur Entscheidung am besten‘) die 
Bestimmung der Indices m und m heran. Sie miissen stets ganze Zahlen 
darstellen; es wire ein Zufall, wenn sich fiir ein ,,unechtes“ Maximum 
gerade eine solche Ganzzahligkeit ergibt. In den meisten Fiillen wird sich 
eine Entscheidung iiber die Art eines Maximums treffen lassen; selbst- 
verstindlich miissen dabei auch chemische Tatsachen gebiihrend beriick- 
sichtigt werden. 

Die Auswertung einer Kurve mit einem ,,unechten“ Maximum erfolgt 
nach der von Murray angegebenen Weise in sinngemiBer Abinderung 
nach den vorstehenden Ableitungen. 


Allgemein ist also zu sagen, daB mit den gegebenen Ableitungen 
auch solche Aktivitats-p,-Kurven einer Deutung zugiinglich sind, 
deren Maximum nach den Michaelisschen Ansitzen scheinbar 
zu niedrig ausfallt, oder, anders ausgedriickt, deren Neigungs- 
winkel im Wendepunkt scheiuhar zu groB ist. — Die Fruchtbarkeit 
der Ableitungen soll nunmehr am Beispiel der Katalase erwiesen 
werden. 





) D. R. P. Murray, Biochemie. J. 24, 1890 (1930). 
®) Scheinbar zu niedrig nach der Michaelisschen Ableitung. 

8) Ubrigens haben schon E. Bamann und M. Schmeller nur mit 
Vorbehalt auf dissoziationsfreie Bindung im Maximum geschlossen (Z. physiol. 
Chem. 183, 149 (1929). ,,Stérungserscheinung des Massenwirkungsgesetzes 
in hohen Substratkonzentrationen“ (S. 158). Vgl. auch ebenda 194, 1 (1931)). 
Sie errechnen aus der Héhe des Maximums ,,scheinbare“ Dissoziations- 
konstanten und verwenden diese zu ihren Schliissen. 

4) Vergleichsweise kann auch der Kriimmungsradius im Maximum be- 
trachtet werden. Er mu8 dem am Kurvenanfang vorliegenden Kriimmungs- 
radius entsprechen. So haben Kurven mit einem ,,unechten“ Maximum einen 
scheinbar zu spitzen Verlauf. Vgl. L. Michaelis, Die Wasserstoffionen- 
konzentration, 2. Aufl. (1922), S. 50. 
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Die Ferment—Substratverbindungen 
bei der Zersetzung des Wasserstoffperoxyds durch Katalase. 


K. G. Stern’) hat die schon lange bekannte Tatsache, dab 
die Katalase durch einen Uberschu8 von Wasserstoffperoxyd in 
ihrer Wirkung gehemmt wird, durch sehr exakte Versuche kiirzlich 
so weit erfagsen kénnen, daf es ihm gelang, zu dem ansteigenden 
Ast der Aktivitiits-p.-Kurve auch den absteigenden Ast zu ge- 
winnen. In der Figur sind die von K. G. Stern erhaltenen 
Kurven nach einer zulissigen Umrechnung?) auf gleiche Aktivitiit 
der verwendeten Katalasepriiparate in eine Kurve zusammen- 
cezeichnet, K.G. Stern liest aus seinen Kurven die K- und K’- 
Werte an der Stelle halber maximaler Geschwindigkeit ab, er 
sibt K zu 0,033 m und K’ zu etwa 0,4 m an. Diese Angabe beruht 
auf der Vorstellung, daB ein Wasserstofiperoxydmolekiil mit dem 
Fermentmolekiil zusammentritt zu der Zwischenverbindung f'S 
und daB diese bei Gegenwart eines gewissen Uberschusses von 
Wasserstoffperoxyd mit diesem eine nicht mehr reaktionsfahige 
Verbindung FS, bildet. Wenn nun die von Stern angenommenen 
K-Werte stimmen, so sollte sich die experimentell erhaltene Kurve 
auch konstruieren lassen nach der Formel (3), in der » und m 
cleich 1 gesetzt werden, die also damit iibergeht in die spezielle 
von I, 8. B. Haldane und K.G. Stern angegebene Form. Eine 
solche Berechnung liefert die symmetrische Kurve b (Figur), die 
nach Lage und Richtung véllig von der experimentell bestimmten 
Kurve a abweicht.’) Offenbar liegen also im Katalasesystem 
Ferment—Substratverbindungen vor, die sich nicht nach den 
speziellen von Michaelis und Menten gegebenen Grundlagen 
berechnen lassen. 

Der Neigungswinkel « im Wendepunkt des ansteigenden Kurvenastes 


ist 59°, also ist tang « = 1,664. Der rationelle Ma8stab der Ordinate sollte 


1,664 : . : 
demnach das 2,9 fache (srs) der Abszisse sein, wenn man, wie es Stern 
y] 
tut, die Bildung einer Zwischenverbindung F'S zugrunde legt. Das tatsiich- 
lich erreichte Maximum, welches den MabBstab fiir die Einheit der Abszisse 


darstellt, liegt aber wesentlich niedriger, niimlich beim 1,45 fachen der 


) Z. physiol. Chem. 209, 179 (1932). 

*) Die nach gleichen Zeiten zersetzten H,O,-Mengen sind eine lineare 
Funktion der Fermentmenge [S. Morgulis, J. of biol. Chem. 47, 341 (1921); 
P. Rona und A. Damboviceanu, Biochem. Z. 134, 20 (1922)). 

5) Die Kurve b (ebenso die Kurve c) besitzt ein ,,unechtes‘’ Maximum. 
Vgl. die Ausfihrungen auf S. 120. 
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1,664 
sq = 1,45. Daraus 
— eae 
ergibt sich mit groBer Genauigkeit der Wert fiir m = 2. 


Der Neigungswinkel «’ im Wendepunkt des absteigenden’) Kurven 

ait aE , Ci es 3,376 
astes ist 73,5° (tang a’ = 3,376). Es ist: 20,576 =: 
der Wert fiir m = 4,05. 

Die Ganzzahligkeit der Indices » und m laéBt den SchluB zu, daB es 
sich bei der gefundenen Aktivitiits-p.-Kurve um eine Kurye mit einem 


,echten“® Maximum handelt, daB also die gegebenen Ableitungen anzuwenden 
sind. 





Abszisseneinheit. Es besteht also die Beziehung: 


1,45. Daraus ergibt sich 





1,5¢ 


05; 








H,0,-Umsatz nach 2min in ecm O1n- Permanganat 











0.075 
2,0 0,5 0 
~ - tog lS] 
Kurve a: experimentell bestimmt, 
—o——o— »  b: berechnet nach FS—F%S,, 
—_o—_—_-o — 99 ibe rT) ” FS;—FS,, 
x x Punkte " » £S8,—FS,. 


Hervorzuheben ist, da8 auch die von 8S. Hennichs’) fiir die 
Katalase erhaltene Aktivitiits-pg-Kurve sowie die von H.v. Euler 


1) Eine Enzymzerstérung, die den Verlauf filschen wiirde, soll nach 
den Angaben von K. G. Stern (a.a. O. S. 177 und 203) durch die gewihlten 
Versuchsbedingungen und bei der Betrachtung nur der Anfangsgeschwindig- 
keit praktisch ausgeschaltet sein. 

Dazu ist zu bemerken, daf die Genauigkeit in der Gewinnung der 
absteigenden Kurvendste meist geringer ist als die Genauigkeit in der Ge- 
winnung der ansteigenden Aste. Angaben, die aus absteigenden Kurvenisten 
gewonnen werden, tragen daher meistens einen gewissen Unsicherheitsfaktor 
in sich. Das sei besonders betont im Hinblick auf die folgenden Erérterungen, 
deren Wahrscheinlichkeit allerdings durch die gute Ubereinstimmung zwischen 
Experiment und Rechnung gefestigt wird. 

*) Biochem. Z. 145, 301 (1924). — R. Kuhn [Oppenheimer-Kuhn, 
Die Fermente 1. Bd., S. 361 (1925)] hat darauf hingewiesen, daB ,,die Gestalt 
der Kurve.... den gemachten Voraussetzungen nicht entspricht.“ 
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und K. Josephson’) erhaltenen Versuchswerte — gegen — log [S] 
aufgetragen —-in den drei angefiihrten Versuchsreihen auf einen 
Wert fir n= 2 hinweisen. Die Lage der Kurven gegen die 





Abszisse ist bei allen angefiihrten Autoren verschieden: Die der 
halben maximalen Geschwindigkeit entsprechende Substratkonzen- 
tration, welche ja die Dissoziationskonstante der jeweiligen Katalase— 
H,O,-Verbindung bestimmt, liegt nach K. G. Stern bei 0,033 m, 
nach S. Hennichs bei 0,0456 m und nach H. y. Euler und 
kx. Josephson bei 0,025 m2). Trotz der Verschiedenheit der Kurven 
und trotz der offenbaren Unterschiede in der Affinitit der ver- 
wendeten Katalasen zum Wasserstofiperoxyd bleibt der Typ der 
Aktivitats-ps-Kurven (in ihrem ansteigenden Ast) in jedem Fall 
erhalten: Sie weisen auf den gleichen Wert fiir n =2 hin. Damit 
kann eine Zufilligkeit als ausgeschlossen gelten. 

Aus der gleichzeitigen Betrachtung des Richtungsfaktors am 
Wendepunkt und der Héhe des erreichten Maximums ergibt sich, 
daB der gefundenen Aktivitiits-pgs-Kurve der Katalase die Ver- 
bindungen FS, und wahrscheinlich /S, zugrunde liegen. Zwei 
H,0,-Molekiile vereinigen sich mit dem Katalasemolekil 
zu der reaktionsfahigen Zwischenverbindung Katalase— 
(H,O,],, bei einem gewissen UberschuB von Wasserstoff- 
peroxyd bildet sich eine nicht mehr reaktionsfahige Ver- 
bindung, wahrscheinlich Katalase—[H, 0, ],. 

Den Beweis fiir diese Auffassung liefert die Nachrechnung 
der Kurve mit Hilfe der Werte n =2 und m= 4. Die Disso- 
ziationskonstanten /t, und K,,’ errechnen sich aus den der halben 
maximalen Geschwindigkeit zugehérigen Substratkonzentrationen zu 


K, = [0,033]? = 0,00109 mol. und zu 
K’, = [0,42] = 0,0310 mol.’ . 


Der Anschaulichkeit halber ist auch die dem Verbindungs- 
paar FS,—I'S, zugehérige Kurve c errechnet. Die errechneten 
Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt und in die 
Figur eingezeichnet. 








) Liebigs Ann. 455, 1 (1927). 
*) Bei der logarithmischen Darstellung nach Michaelis ergibt sich 
aus den 3 Versuchsreihen der Wert fiir [S],-_., besser zu 0,015 m. 

*) Die bisher vorliegenden, nach den Michaelisschen Ansiitzen 
gefundenen Werte fiir die Dissoziationskonstanten geben somit nicht diese 
Konstanten, sondern nur die Konzentrationen halber maximaler Geschwin- 
digkeit an. 
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Verbindungspaar FS,—fF 8, F S—F 8, FS,—FS, 
Dissoziations- } K,, = 0,00109 m. 0,033 m. 0,00109 m. 
konstanten K,,, = 0,0310 m. 0,42 m. 0,176 m. 
me. 6. «5 2 a b c 
[\S] 2) V 2) V V 
0,0158 m. 0,19 0,32 0,19 
0,033 0,50 0,48 0,49 
0,050 0,70 0,56 0,69 
0,094 0,89 0,64 0,89 
0,158 0,94 0,85 
0,182 0,94 0,62 0,82 
0,282 0,82 0,69 
0,316 0,75 0,54 0,63 
0,42 0,50 0,48 0,49 
0,50 0,33 0,41 
0,63 0,20 0,31 











Die Figur zeigt die im allgemeinen wichtige Tatsache, daf 
die den einzelnen Verbindungspaaren zugehérigen Kurvenziige 
eine klar erkennbare Verschiedenheit aufweisen. Sie zeigt im 
Speziellen, daB die auf Grund des Verbindungspaares /’S,—F'S, 
errechneten Punkte mit groBer Genauigkeit sowohl den ansteigen- 
den als auch den zu diesem unsymmetrischen absteigenden Kurven- 
ast wiedergeben. Damit ist erwiesen, daf die Katalase tatsich- 
lich mit dem Wasserstoffperoxyd eine Verbindung Katalase—[H,0,], 
und eine zweite Verbindung, wahrscheinlich Katalase—[H,0, |,, 
bildet, von denen die erste reaktionsvermittelnd wirkt. 


Dieser Befund ist fiir die Erkenntnis des Wesens der kata- 
latischen Wasserstoffperoxyd-Zersetzung wichtig. 

H. Wieland’) gelangt auf Grund seiner eingehenden Arbeiten zu 
folgender Anschauung: ,,Die biologischen Katalasen erscheinen als Dehydrasen 
mit ganz spezifischem Wasserstoffacceptor, niimlich Hydroperoxyd selbst. 
Der Zerfall dieses Stoffes erscheint als intermolekulare Dehydrierung.“ Die 
Wasserstoffverschiebung in der Art einer Cannizzaroschen Reaktion be- 
schreibt die Gleichung: 


HO—OH 
\ ff — 0, +2H,0 
HO—OH 


') Den Konzentrationsangaben der Tabelle liegen molare Mengen zu- 
grunde, den Konzentrationsangaben der Kurve liegen Normalititen zugrunde. 
*) In Bruchteilen der Maximalgeschwindigkeit V = 1. 

8) Ber. chem. Ges. 54, 2361 (1921). 
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Zwei Molekitile Wasserstoffperoxyd treten in Reaktion. H. Wie- 
land weist darauf hin, da8 ,,mit aller Sicherheit der Sauerstoff nicht atomar, 
sondern molekular entbunden wird.“ — Der Nachweis einer Wasserstoff- 
yerschiebung gelang bei der nicht-fermentativen Zersetzung des Wasser- 
stoffperoxyds durch Palladiumschwarz: bei Gegenwart von Dehydro-Indigo 
oder bei Gegenwart des ,,.Frémyschen Salzes‘“ (NaO,S),NO wurde eine 
Hydrierung dieser Stoffe nachgewiesen. Mit Blutkatalase und mit Hefe- 
katalase gelang der Nachweis nicht, in diesen Systemen ist nur das Wasser- 
stoffperoxyd selbst der Acceptor (H. Wieland, a. a. O.). 


F. Haber und R. Willstitter') sehen die Katalase als eine Dehydro- 
genase an, die Eisen in der Ferriform enthilt, und die fiir das Substrat 
H,O, spezifisch ist. Sie beschreiben mit ihrer Theorie der ,,unpaaren 
tadikalketten“ die Einwirkung der Katalase auf Wasserstoffperoxyd als 
Ausgangsreaktion einer Reaktionskette: 


Katalase + H,O, = Desoxykatalase + H,O 
O,H + H,O, = O, + H,O + OH 
OH + H,O, = H,O + O,H 


Mit dem Katalasemolekiil tritt also jeweils ein Wasserstoffperoxydmolekiil 
in Reaktion. Uber die Radikale O,H und OH wird die Reaktionskette 
ohne weitere Beteiligung des Katalasemolekiils, also unspezifisch, bis zu 
ihrem Abbruch fortgefiihrt. — D. Richter’) will durch vergleichende Ver- 
suche Hinweise auf eine solche Kettennatur der katalatischen Wasserstoff- 
peroxydzersetzung erhalten haben. G. M. Schwab, B. Rosenfeld und 
L. Rudolph’) gelang es aber nicht, die zu erwartende Nichtspezifitit des 
Kettentriigers OH nachzuweisen. 


Als Kettenreaktion deutet auch K. G. Stern‘) die katalatische Reaktion. 
Die Bedingungen fiir einen erfolgreichen Sto, d. h. fiir die Kinleitung 
einer Radikalkette, sind gegeben, wenn ein auftreffendes Hydroperoxyd- 
molekiil zwei benachbarte Eisenatome im Enzymkomplex unbesetzt vorfindet. 
In diesem Fall kommt es zur voriibergehenden Anlagerung des Hydroperoxyds 
an die beiden Eisenatome ... und zu einer darauf folgenden katalytischen 
Aufspaltung in zwei ungeladene Hydroxyle.“ Diese Hydroxyle sollen der 
Anfang einer Radikalkette sein. Bei einem gewissen SubstratiiberschuB 
sollen sich dann zwei Wasserstoffperoxyd-Molekiile unter ,,Aufrichtung“ an 
jene beiden Eisenatome im Katalasemolekiil anlagern. ,,Dieser Zustand 
entspricht dem Komplex FS,, der gemiB der ... gegebenen Theorie nicht 
direkt spaltbar ist.“ 


Vergleichen wir diese Theorien®) mit dem oben gewonnenen 
Resultat, daB zwei Wasserstofiperoxyd-Molekiile in einer Primir- 





1) Ber. chem. Ges. 64, 2854 (1931). Vgl. dazu die Einwendungen von 
J. Kenner, ebenda 65, 705 (1932) und I. S. B. Haldane, Nature 150, 
61 (1932). 

*) Nature 129, 870 (1932). 8) Ber. chem. Ges. 66, 661 (1933). 

4) Diese Z. 209, 183 (1932). 

5) Vgl. dazu noch: Tédt u. Weidenhagen, Z. Ver. Dtsch. Zucker- 
ind. 80, 90 (1930). 
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reaktion mit dem Katalasemolekiil zusammentreten zu einer reak- 
tionsfahigen Zwischenverbindung F'S,, so erklart ersichtlich die 
Wielandsche Theorie dieses Resultat am einfachsten. Die Radikal- 
kettentheorie bediirfte gewisser Zusatzhypothesen, um dem Auf- 
treten einer reaktionsfahigen Zwischenverbindung FS, gerecht zu 
werden. Man kommt also zu dem Schlu8, daB die Katalase 
im Sinne Wielands eine Mutase bzw. eine Dehydrase mit 
spezifischem Wasserstoffacceptor ist: 2 Molekiile H,0, 
werden an das Fermentmolekiil gebunden’), das eine iibertriigt 
seinen Wasserstoff auf das andere, wobei 1 Molekiil Sauerstoff 
und 2 Molekiile Wasser entstehen. 


; HO—OH } 
Kat. + 2H,0, <> Kat. [Hoon |—> Kat.| \ / ie Kat. + 0,-+ 2H,0 
| HO—OH 
A 
+4H,0, 
HO—OH  HO—OH) 
HO—OH Kat. HO—O1| 
HO—OH HO—OH 


Nunmehr ist leicht verstiindlich, warum substituierte Peroxyde von 
der Katalase nicht zersetzt werden.’) 


Aussagen iiber die Art der Bindung des Wasserstoffperoxyds 
an die Katalase kénnen vorerst nur spekulativen Wert haben. 
Bekannt ist, daB das Wasserstoffperoxyd Nebenvalenzen entwickelt 
und mit anderen Stoffen leicht zu Molekiilverbindungen zusammen- 
tritt; Messungen liegen iiber seine Neigung zur Assoziation vor.’) 
Ebenfalls bekannt ist die Neigung des Eisens, koordinativ be- 
dingte Valenzkrafte zu entwickeln und seine Neigung, die Koor- 
dinationszahl 6 zu bevorzugen. Wabhrscheinlich entwickelt das im 
Katalasemolekiil vorhandene Eisen *) ilnliche Nebenvalenzen. Frag- 
lich bleibt, wieweit die Pyrrolkerne des von K. Zeile und Hell- 
strém‘) spektroskopisch nachgewiesenen Himinkomplexes der 


*) Im Sinne von H. v. Euler u. K. Josephson [Diese Z. 133, 279 
(1924)) lagert sich das reaktionsvermittelnde Molekiil erster Ordnung (mit 
dem Substrat im Gieichgewicht) um in das reaktionsvermittelnde Molekiil 
zweiter Ordnung (labile reaktionsfiihige Form). 

2) A.Bachu. R. Chodat, Ber. chem. Ges. 36, 1756 (1903); P. C. Freer 
u. F. G. Novy, Amer. chem. J. 27, 161 (1902): K. G. Stern, Diese Z. 209, 
183 (1932). 

5) Vgl. K.G. Stern, Ber. chem. Ges. 66, 547 (1933). 
*) K. Zeile u. Hellstrém, Diese Z. 192, 171 (1930); 195, 39 (1931). 
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Katalase jene Nebenvalenzen zu beeinflussen vermégen, und ob 
nicht dieser Komplex als Ganzes koordinative Valenzen ent- 
wickelt. Méglich aber ist, daB die im Haminkomplex an- 
cenommenen Nebenvalenzen zwischen dem Eisen und dem Stick- 
stoff von 2 Pyrrolkernen !) die Bildung der reaktionsfihigen Zwischen- 
verbindung Katalase—[H,O,], vermitteln. 


Allgemeine Schlu&folgerung. 


Die dargelegten Erkenntnisse kénnen iiber die bloBe Be- 
schreibung von Enzymreaktionen hinausfiihren, indem sie bei- 
tragen, dem Wesen der Fermente selbst niher zu kommen. Zwei 
Auffassungen iiber das Wesen der Fermente stehen sich gegen- 
iiber: die eine, welche Adsorptionskrafte fiir die Bildung der 
Ferment—Substratkomplexe verantwortlich macht (Bayliss, Abder- 
halden und Fodor?)], die andere, welche Valenzkrifte zwischen 
der aktiven Gruppe des Fermentmolekiils und dem Substratmolekiil 
fiir die Bildung des Ferment—Substratkomplexes verantwortlich 
macht [Willstaitter’)], Im Gegensatz zu diesen Verbindungen 
besitzenjene Adsorbate keine stéchiometrisch definierte Zusammen- 
setzung. Nun kommt man auf Grund des Massenwirkungsgesetzes 
wie auf Grund der Adsorptionstheorie zu formal identischen 
Gleichungen. Wiahlt man eine Ableitung auf Grund der Adsorp- 
tionstheorie und stellt man die Bedingung, da8 ausschlieflich 
jeweils zwei Molekiile des Substrats (nicht auch eines) am Ferment- 
molekiil adsorbiert werden sollen, so ist eine solche Ableitung 
nur mit Hilfe von zusitzlichen Hypothesen méglich. Man miiBte 
z. B. im Falle der Katalase annehmen, daf das Wasserstotfperoxyd 
als Doppelmolekiil vorliegt und als solches adsorbiert wird. In 
Schwierigkeiten gerit man aber, wenn man den unmittelbaren 
Ubergang des Komplexes FS, in einen Komplex FS, auf Grund 
einer Adsorption erkliren will, weil zunaichst nur allmahliche 
Ubergiinge iiber Zwischenstufen erklirbar sind. — Offenbar liegt 
das mikroheterogene Katalasesystem in seiner Beschreibung inner- 
halb der Zustindigkeit des Massenwirkungsgesetzes.*) Dessen 


1) Vgl. W. Kiister, Ber. pharmaz. Ges. 23, 513 (1912). 

*) Vgl. FuBn. 1, 8. 114. 

‘) Willstitter, Graseru. Kuhn, Diese Z. 123, 45 (1922); R. Will- 
statter, Ber. chem. Ges. 53, 3606 (1922). 

‘) Uber die Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes vgl. L. Micha- 
elis, Biochem. Z. 115, 269 (1921); Kolloid-Z. 31, 251 (1922). 
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stéchiometrischer Ausdruck erscheint als die sinnfallige Grundlage 
fiir die Beschreibung von Ferment—Substratverbindungen, die 
chemischen Valenzkriften ihre Entstehung verdanken. 


Zusammenfassung. 





1, Auf der Grundlage des Massenwirkungsgesetzes werden fiir 
die Beschreibung von Aktivitits-ps-Kurven fermentativer Systeme 
alleemeine Gleichungen entwickelt, die fiir die Bindung einer 
beliebigen Anzahl von Substratmolekiilen an das Fermentmolekiil 
gelten, und die gewisse bisher yorliegende Unstimmigkeiten um- 
fassen. 

2. Die Anwendbarkeit der entwickelten Gleichungen wird 
erwiesen am Beispiel der katalatischen Wasserstoffperoxyd-Zer- 
setzung. Hs ergibt sich, daB Wasserstoffperoxyd mit dem Katalase- 
molekiil 2 Arten von Verbindungen bildet: eine reaktionsfihize 
Zwischenverbindung Katalase-[H,O,|, und bei Gegenwart eines 
gewissen Substratiiberschusses eine nicht mehr reaktionsfihige 
Verbindung, wahrscheinlich Katalase—[H,0, |,. 

8. Hiermit in Ubereinstimmung steht die Wielandsche Auf- 
fassung der Katalase als Dehydrase mit spezifischem Wasserstofi- 
acceptor. 
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dlage 
die 
D fiir 
teme Uber die Darstellung von Oxazolen aus o-Aminosduren. 
einer Sie 
lekiil Fri ‘ 
ritz Wrede und Gerhard Feuerriezel. 
um- 
wird (Aus der Abteilung f. Physiologische Chemie an der Universitat Greifswald.) 
-Zer- (Der Schriftleitung zugegangen am 1. Mai 1933.) 
lase- a 
ihige : " , bog m 
ei Bei der,,Acetolyse“ von Proteinen!) wurden Gemische von Stofien 
eS + - re , ae ae ies 
shi erhalten, aus denen Wrede und Mitarbeiter zwei Verbindungen 
ihige rane a a 
: isolierten, die wahrscheinlich Derivate vom Oxazol darstellten. 
Auf Die eine Verbindung hatte die Formel C,H,,ON,, die andere 
stot C,)H,,0.N,; sie lieBen sich auch durch die Kinwirkung von Eis- 
essig und Acetylchlorid auf Histidin?) bzw. Lysin*) darstellen. 
Fiir die Bildungsweise der Verbindung C,H,,ON, wurde 
seinerzeit folgendes Schema erértert: 
R—C—NH, R—C———-NH i.c....9 
coOoH HR -TSHLOOH.. COOH H —* COOH H 
(Histidin). C-CH, C-CH., 
. ita O7~ HO~ 


IIb (Enolform). 


R—C——_—_N oP . 
gle {— C——-N ; 
COOH H -N—C-CH,-" 
) + CH,COOH m —HO,. he | 
- 1 -CO, H,C-C C-CH, a | 
i ail L \NH-C 
H,C-C  C-CH, 7 NH-CH 
WS 
Il I\ R 


Ein ihnlicher Reaktionsmechanismus wurde auch fiir die 
Bildung der Base C,,H,,O,N, angenommen. 


1) N. Troensegaard, zahlreiche Arbeiten in Diese Z. 1920—1930. 

*) F. Wrede u. W. Keil, Diese Z. 203, 279 (1931). 

*) F. Wrede, Diese Z, 206. 146 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXVIT!. 
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Es sollte nun gepriift werden, ob auch aus den anderen 
a-Aminosiuren bei der Behandlung mit Essigsiiure und Acetyl- 
chlorid Oxazole gebildet wiirden. Durch die Kenntnis ihrer Eigen- 
schaften war dann die Hoffnung auf eine Isolierung weiterer 
Oxazole aus acetolysiertem Kiweif gegeben. Weiterhin konnte, falls 
die Reaktion allgemein durchfiihrbar war, festgestellt werden, o} 
das oben angenommene Schema zur Bildung von Oxazolen zu 
Recht besteht. Denn man mubBte bei der Verarbeitung gewisser 
Aminosiuren zu schon bekannten Oxazolen gelangen; z. B. muBbte 
aus Glykokoll das bereits von Gabriel’) beschriebene 2,5-Dimethy]- 
oxazol entstehen (Formel IV; R= H). 

Es mége nun gleich erwihnt werden, dab die erwartete 
Reaktion bei fast allen ¢-Aminosiuren eintrat. Die aus Glykokoll 
gebildete Substanz erwies sich als identisch mit dem bekannten 
2,5-Dimethyloxazol; hierdurch ist der Beweis geliefert, daB die 
Reaktion tatsiichlich zu Oxazolen fiihrt. Es sei weiter betont, 
daB die Anwesenheit dieser nun in ihren EKigenschaften bekannten 
Oxazolderivate im acetolysierten Eiweif sicher festgestellt werden 
konnte (hieritiber wird an anderer Stelle berichtet) und dab 
héchstwahrscheinlich ein groBer Teil desselben aus Oxazolen 
besteht, die sich offenbar erst sekundiir aus acetylierten Amino- 
siiuren nach erfolgter Acetolyse der KiweiBstoffe gebildet haben. 
Die Oxazole sind gegen Siure auferordentlich bestiindig, sie 
hitten also bei einer hydrolytischen Spaltung des Eiweib- 
molekiils unbedingt gefunden werden miissen. Somit kénnen sie 
im Eiweif urspriinglich nicht vorhanden gewesen sein.’) 

Bei der Durchsicht der Literatur iiber Oxazole fand sich, 
daB die Stammsubstanz — das Oxazol selbst — noch unbekannt 
ist, und daB von den aliphatisch substituierten Oxazolen nur zwei 
bekannt sind, namlich das 2,4-Dimethyl-*) und das 2,5-Dimethyl- 
oxazol.') Diese beiden Substanzen wurden, ebenso wie eine An- 





1) Gabriel, Ber. chem. Ges. 43, 1287 (1910). 

*) Karrer u. Griinacher [Helvet. chim. Acta, VII, 768 (1924)} haben 
bei der Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf die Ester von acylierten 
Aminosiiuren die Bildung von substituierten Alkoxyoxazolen beobachtet, 
und zur Diskussion gestellt, ob diese sehr leicht hydrolysierbaren Substanzen 
im nativen EiweiB eine Rolle spielen“. Diese Alkoxyoxazole unterscheiden 
sich in ihren Reaktionen ganz wesentlich yon den von uns hier beschriebenen 
Homologen des Oxazols. 

8) Schuftan, Ber. chem. Ges. 28, 3070 (1895); Oesterreich, Ber. 
chem. Ges. 30, 2254 (1897). 
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zahl aromatisch substituierter Oxazole, dargestellt durch Konden- 

sation von a-Halogenketonen mit Carbonsiiureamiden, oder durch 

Wasserabspaltung aus acylierten g-Aminoketonen. Die Tatsache, 

daf namentlich von aliphatisch substituierten Oxazolen bisher sehr 

wenige Vertreter bekannt sind, ist wohl darin begriindet, daB die zu 
ihrer Bereitung notwendigen Ausgangsmaterialien schwer zugiinglich 
sind; auch zeigen namentlich die aliphatisch substituierten Oxa- 
zole so unerwartete und unangenehme EKigenschaften, daB ihre Iso- 
lierung schwierig ist, jedenfalls mit gréfter Vorsicht geschehen 
mu. In der von uns hier beschriebenen Methode scheint ein 

Weg gegeben zu sein, der relativy einfach zu substituierten Oxa- 

zolen fiihrt. 

Nachdem festgestellt war, daB sich die Oxazole beim Erhitzen 
yon @-Aminosiuren mit Acetylchlorid und Kisessig in miiBiger 
Menge bilden, wurde versucht, die Reaktion beziiglich ihrer quanti- 
tativen Ausbeute zu verbessern. Als besonders geeignet erwies sich 
die Zugabe von Phosphorpentachlorid zu der zuvor acetylierten 
Aminosiure, wobei das Phosphorpentachlorid AnlaB zu einer 
kurzen, aber heftigen Reaktion gab. Die Aminosiiure wurde also 
zunichst mit Natriumacetat und Essigsiureanhydrid acetyliert, dann 
mit Phosphorpentachlorid umgesetzt, wobei starke Erhitzung und 
teilweise Verkohlung auftrat. Die Ausbeuten waren so bei ein- 
zelnen Aminosiiuren recht gut (bis zu 1 g Oxazol aus 5 g Amino- 
siure). 

Nach dieser Methode wurden folgende Oxazole dargestellt: 
1. aus Glykokoll: das schon friiher von Gabriel dargestellte 

2,5-Dimethyloxazol (Siedep. 117°); 

2. aus Alanin: 2,4,5-Trimethyloxazol (Siedep. 134°); 

3. aus Valin: 2,5-Dimethyl-4-isopropyloxazol (Siedep. etwa 150°); 

4. aus Leucin: 2,5-Dimethyl-4-isobutyloxazol (Siedep. 180°); 

5. aus Phenylalanin: 2,5-Dimethyl-4-benzyloxazol (Siedep. 267°); 

6. aus Tyrosin: [4-Oxy-phenyl]-[2,5-dimethyloxazolyl-(4)|-methan 
(Schmelzp. 161°); 

7. aus Glutaminsiure (nach Veresterung der bei der Reaktion 
freigebliebenen Carboxylgruppe): 9-(2,5-Dimethyloxazolyl-(4)]- 
propionsiiure-methylester (Siedepunkt bei 12 mm etwa 130°) 
(Formel IV; R = CH,-OOC.CH,CH,—). 


Aus Cystin lieB sich kein Oxazol darstellen, da es bei der 
Reaktion mit Phosphorpentachlorid offenbar vollstiindig zerstort 


* 
9 
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wurde. — Aus Asparaginsdiure konnte nur eine bei 205° im 
Hochvakuum destillierende Fliissigkeit gefaBt werden, die der 
Struktur V entsprechen diirfte. 






























—CH, 





CH,OOC—CH, —N 


Vv H,C-CO C-CH, 
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In ibr hat also der Ringschlu8 zum Oxazol noch nicht statt- 
gefunden (dies ist sehr bemerkenswert, da bei Glutaminsiure die 
Oxazolbildung vonstatten ging, wenn auch nicht gerade mit guter 
Ausbeute). — Aus Tryptophan konnte nach der Methode mit 
Phosphorpentachlorid keine einheitliche Verbindung isoliert werden, 
da diese Aminosiiure — ebenso wie das Cystin — bei der Reaktion 
zerstért wurde.?) 

Die genannten Oxazole sind siimtlich farblose Fliissigkeiten 
von charakteristischem Geruch, mit Ausnahme des aus Tyrosin 
gewonnenen, das eine sehr schén krystallisierte Substanz_ bildet. 
Die beiden ersten, Di- und Trimethyloxazol, sind wasserléslich: 
die wibrige Loésung riecht pyridinihnlich, rotes Lackmuspapier 
wird von ihr nicht blau gefirbt; beim Kochen der wiibrigen 
Lisung entweicht das Oxazol sehr schnell; auch beim Sieden 
einer itherischen Lésung sind die Oxazole mit den Atherdiimpfen | 
fliichtig; ihre Salze mit Mineralsiuren sind sehr wenig bestindig, 
so daBb z. B. die salzsaure Lisung des Oxazols beim Eindampfen 
auf dem Wasserbade oder im Vakuum riickstandlos verfliegt, da 
offenbar das Salz hydrolytisch dissoziiert. — Die iibrigen Oxazole 
sind nur in organischen Lésungsmitteln léslich, nicht in Wasser; 
sie sind weniger fliichtig; ihre Neigung zur Salzbildung ist auch 
nur gering. 

Alle hier beschriebenen Oxazole sind gegen verdiinnte Siiuren 
und gegen verdiinnte Alkalien auch in der Hitze recht be- 
stiindig. — Kaliumpermanganat wird bei neutraler und alkali- 
scher Reaktion momentan, bei saurer nach kurzer Zeit entfirbt. 
Kine katalytische Hydrierung in Kisessig oder Alkohol mit Palla- 





1) Dagegen gliickte es, bei der Einwirkung von Acetylehlorid und Lis- 
essig allein, eine Substanz darzustellen, die sich durch die Bildung eines 
neuen Ringsystems auszeichnete. Da es sich aber nicht um das Derivat 
eines Oxazols handelt, soll itber diese Verbindung an anderer Stelle berichtet 
werden. 
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diumkohle gelang nicht, auch nicht bei Zusatz von etwas Salzsiiure 
und Kisenchlorid.’) 

Die meisten der dargestellten Oxazole geben krystallisierte 
Chloroaurate, Chloroplatinate und Pikrate; die salzsauren Salze 
kann man aus absolut wasserfreien itherischen Liésungen durch 
Zusatz von iitherischer Chlorwasserstofflésung ausfiillen.’) 

Die Isolierung der niederen Oxazole aus der Phosphorpenta- 
chloridschmelze machte wegen der erwihnten LEigenschaften 
(Flichtigkeit mit Atherdiimpfen, Zersetzlichkeit der salzsauren 
Salze) zuerst grobe Schwierigkeiten, indem sich oft Verluste und 
sehr wechselnde Ausbeuten ergaben. Auf folgende Weise gelang 
dann die Isolierung regelmiBig und vollstiindig: Die Schmelze 
wurde in wiSriger alkalischer Lisung mit Ather ausgezogen, 
wobei das Oxnnel mit allerhand Verunreinigungen in den Kther 
cing. Die mit Bariumoxyd getrocknete iitherische Lisung wurde 
dann mit iutherischer Chlorwasserstotilisung versetzt, wobei das 
salzsaure Oxazol ausfiel. Bei dem volligen Fehlen von Wasser 
war dem Oxazol nun keine Gelegenheit gegeben, hydrolytisch zu 
zerfallen und mit den Atherdiimpfen zu entweichen. Nach dem 
Abdampfen des Athers wurde nun der das salzsaure Salz ent- 
haltende Riickstand in wenig Wasser gelést, durch Zugabe von 
konzentrierter Kalilauge konnte das Oxazol abgeschieden werden. 
Ks wurde dann nach Trocknen mit Kaliumhydroxyd und Barium- 
oxyd durch Destillation gereinigt. 

Nach der geschilderten Methode lassen sich Oxazole wohl 
canz prinzipiell darstellen, indem erstens die Aminosiiuren, zweitens 
die beiden an der Reaktion sich beteiligenden Acylgruppen ver- 
‘indert werden. Von besonderem Interesse wiire es gewesen, die 
Stammsubstanz — das unsubstituierte Oxazol — darzustellen. 
Hierzu hitte man Formylglykokoll mit ,,Formylchlorid“ zur 
teaktion bringen miissen, entsprechend folgendem Schema: 





CH,——NH ——" N HC—N 
COOH | +HCOOH, COOH ( ‘ | = a | 
CH HG by , * HC CH 
“A | ua 
Wr : 


!) Putochin, J. Russ. Physiol. Chem. Ges. 62, 2216 (1930); Chem. Z. 
1931, II, 442. 

’) Anfangs wurde die Ausfillung in der Weise vorgenommen, dal 
trockener Chlorwasserstoff in die iitherische Oxazollésung eingeleitet wurde; 
diese Methode hat aber den Nachteil, da8 das zuniichst ausfallende Chlor- 
hydrat beim Einleiten yon iiberschiissigem Chlorwasserstoff sich wieder lost 
(Oxoniumsalzbildung ?). 




















134 Fritz Wrede und Gerhard Feuerriegel, 





Formylglykokoll lieB sich nach der Vorschrift von E. Fischer 
leicht gewinnen'); der Versuch, dieses Formylglykokoll mit Natrium- 
formiat und Phosphorpentachlorid umzusetzen, hatte leider keinen 
Erfolg; auch dann nicht, als [entsprechend der Gattermann- 
schen Vorschrift?)] Kupferchloriir zugesetzt wurde. 





Experimenteller Teil. 

2,5-Dimethyloxazol aus Glykokoll. — A. Darstellung nach 
der ,Kisessig-Acetylchloridmethode“. 5g Glykokoll werden, 
in 20 ccm Hisessig gelést, in ein Rohr gefillt; dann werden 
10 ccm Acetylchlorid zugegeben. Nach Zuschmelzen des Rohres 
wird im kochenden Wasserbade 5 Stunden erhitzt, wobei dfter 
umgeschiittelt wird. Die braungefiirbte Fliissigkeit wird im Vakuum 
vom Acetylchlorid befreit; dann wird mit etwa 50 ccm Wasser 
verdiinnt und solange vorsichtig mit starker Natronlauge versetzt, 
bis die Reaktion deutlich alkalisch ist. Es tritt dabei ein starker 
Geruch nach Oxazol auf. Die alkalische Lésung wird 2 mal mit 
Ather ausgeschiittelt, die itherische Lésung 24 Stunden mit Barium- 
oxyd getrocknet. Sie wird dann filtriert und mit einer Lésung 
von Chlorwasserstofigas in absolutem Ather (etwa 5°/,ig) solange 
versetzt, wie noch ein Niederschlag entsteht. Dieser Niederschlag 
setzt sich beim Schiitteln in Form weifer feiner Krystalle an der 
GefiBwand ab. Es ist das salzsaure Salz des 2,5-Dimethyloxazol, 
das nicht weiter isoliert wird, da es an der Luft sofort zer- 
flieBt. — Zur Isolierung des Oxazols wird der Ather im Vakuum 
abgedampft, wobei noch ein Teil des salzsauren Oxazols sich aus- 
scheidet. Der Riickstand (Krystalle und etwas Ol) wird nun in 
etwa 2—3 com Wasser gelést, die Lésung unter Eiskiihlung mit 
konzentrierter Kalilauge versetzt, wobei sich Oltropfen auf der 
Fliissigkeit abscheiden. Die Oltropfen werden in 1 ccm Ather 
aufgenommen; die atherische Léisung wird in ein kleines Destillier- 
kélbchen gebracht, der Ather bei méglichst niedriger Temperatur 
abgedunstet. Zu dem Riickstand werden einige Kérnchen Barium- 
oxyd zugesetzt. Nach 24 stiindigem Stehen wird im Olbade destil- 
liert, wobei bei etwa 120° eine wasserklare Fliissigkeit iibergeht. 
Diese ist fast reines 2,5-Dimethyloxazol. — Die Reaktion wurde 
auch so durchgefiihrt, daB die Aminosiiure mit dem LEisessig- 
Acetylchloridgemisch im Olbade auf 140° erhitzt wurde; hierbei 
war die Ausbeute etwas besser. 





1) E. Fischer, Ber. chem. Ges. 38, 3999 (1905). 
2) L. Gattermann, Praxis des organischen Chemikers, 1928, 8. 333. 
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B. Darstellung nach der Phosphorpentachlorid- 
methode. 5g Glykokoll werden mit 40 ccm Essigsiiureanhydrid 
und 5,5g geschmolzenem und gepulvertem Natriumacetat in einem 
Fraktionierkolben eine Viertelstunde zum schwachen Sieden er- 
hitzt. Danach werden das Acetylchlorid und die Essigsiure im 
Vakuum abgedampft, der braune sirupése Riickstand wird im 
Olbade auf etwa 100° erhitzt, dann werden in einer Portion 
(Abzug!) 14 g feingepulvertes Phosphorpentachlorid zugegeben.') 
Es erfolgt eine heftige Reaktion unter Schwarzfirbung und Ver- 
flissigung der Substanz. Es wird noch eine Viertelstunde auf 
100° erhitzt, wobei Acetylchlorid abdestilliert. Der abgekihlte 
und erstarrte Riickstand wird nun vorsichtig in Wasser gelist, 
die Lésung nach Uberschichten mit Ather durch Zugabe von 
starker Natronlauge (Kiskiihlung) alkalisch gemacht. Dann wird 
2mal mit Ather ausgezogen; die atherische Lésung wird mit 
Bariumoxyd getrocknet, das Oxazol wie bei A. isoliert. Die Aus- 
beute ist bei dieser Methode beim Glykokoll geringer als bei den 
meisten anderen Aminosiuren; sie betrigt etwa 0,2 g. 

2,5-Dimethyloxazol: 

4,507 mg Subst.: 10,175 mg CO,, 2,96 mg H,O. — 4,212 mg Subst.: 
0,524 eem N, (16°, 755 mm). 

C;H,ON (97,1) Ber. C 61,82 H 7,27 N 14,43 
Gef. ,, 61,57 ,, 7,35 ,, 14,61. 

Das 2,5-Dimethyloxazol bildet eine leichtbewegliche, wasser- 
klare Fliissigkeit, die bei 117° siedet (Thermometer ganz in Dampf); 
sie zeigt somit denselben Siedepunkt, den Gabriel angegeben 
hat. Sie lést sich in jedem Verhiiltnis in Wasser und organischen 
Lésungsmitteln. Die wiSrige Lésung riecht stark pyridinahnlich, 
rotes Lackmuspapier wird von ihr nicht blau gefirbt. Wenn die 
Lisung in 15°/,iger Salzsiure oder auch in 10°/,iger Natron- 
lauge 6 Stunden im geschlossenen Réhrchen auf 100° erhitzt wird, 
ist der typische Geruch des Oxazols noch vorhanden, auch geben 
die Lésungen dann mit Goldchlorwasserstoffsiiure das krystalli- 
sierte Chloroaurat (vgl. u.) schiitzungsweise in derselben Quantitit 
wie vor dem Erhitzen. 


Chloroaurat des 2,5-Dimethyloxazol. 0,2 g des Oxazols werden 
in etwa 2cem 15°/,iger Salzsiure gelést; dann wird etwa 1 ccm einer 
50°/,igen Goldchloridlésung zugegeben. Es fallen hellgelbe, lange Nadeln 





1) Die fiir jede Aminosiure verwandte Menge Natriumacetat und 
Phosphorpentachlorid wurde so berechnet, daf 1 Mol Aminosiure mit je 
1 Mol Natriumacetat und Phosphorpentachlorid umgesetzt wurde (eine Aus- 
nahme wurde bei Glutamin- und Asparaginsiiure gemacht, vgl. S. 140). 
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aus, die nach einigen Stunden abgesaugt und mit sehr wenig eiskalter 
verdiinnter Salzsiiure nachgewaschen werden. Die Krystalle werden im 
Exsiccator iiber festem Kali getrocknet. Sie riechen an der Luft schwach 
nach Oxazol. 


4,962 mg Subst.: 2,51 mg CO,, 0,92 mg H,O, 2,226 mg Au. 
C,H,NO-HAuCl, = C,H,NOAuCl, (437,1) 
Ber. C 13,73 H 1,85 Au 45,12 
Gef. ,, 13,80 ,, 2,07 », 44,86. 
Das Chloroaurat schmilzt bei 152° (unkorr.). Es ist leicht léslich in 


Alkohol und in Aceton, maBig léslich in salzsiiurehaltigem Wasser, kaum 
lislich in Ather und Benzol. 


Chioroplatinat des 2,5-Dimethyloxazol. Die Darstellung erfolgt 
analog wie beim Chloroaurat durch Zugabe einer 30°/,igen Platinchlorid- 
léeung zu der Lésung von 0,2 g Oxazol in héchstens 0,5 cem 15°/,iger 
Salzsiure. Die tafelférmigen, hellgelben Krystalle sind schwer isolierbar, 
da sie beim Waschen mit verdiinnter Salzsiure sofort zerflieBen; von einer 
Analyse und Schmelzpunktsbestimmung wurde deshalb abgesehen. 

Pikrat des 2,5-Dimethyloxazol. Die Bildung dieses Salzes er- 
folgt in wibriger Lésung nicht, da es offenbar stark zu hydrolytischer 
Spaltung neigt. Dagegen gelingt die Darstellung in absolut iitherischer 
Losung: 0,2 g Oxazol werden in etwa 5ccm absolutem Ather gelést und 
mit einer gesittigten itherischen Pikrinsdiurelésung versetzt. Zuerst triibt 
sich die Lésung durch Abscheidung eines Oles, das sich aber nach kurzer 
Zeit zu wohlausgebildeten, gelben Krystallnadeln umlagert. Sie werden ab- 
gesaugt, mit etwas trockenem Ather nachgewaschen und im Exsiccator 
(ohne Vakuum) getrocknet. 


4,826 mg Subst.: 7,24 mg CO,, 1,37 mg H,O. 
C,H,NO-C,H,0,N, = C,,H,,O,N, (826,1) Ber. C 40,50 H 3,09 
Gef. ,, 40,92 ,, 3,18. 
Das Pikrat zeigt einen Schmelzpunkt von 124° (unkorr.) [wobei es 
dahingestellt sein mige, ob die schmelzende Substanz nicht vielleicht Pikrin- 
siiure ist (Schmelzp. 122°); es ist nimlich wahrscheinlich, da8B beim Erhitzen 
des Salzes das Oxazol entweicht]. Die Léslichkeit in pikrinsdurehaltigem 
Ather ist sehr gering. 


2,4,5-Trimethyloxazol aus d,l-Alanin. A. Die Bildung des 
Oxazols bei der Einwirkung von Essigsiure-Acetylchlorid wurde 
nachgewiesen; die Ausbeute ist hier aber gering. 


B. Die Darstellung unter Verwendung von Phosphorpenta- 
chlorid ist ganz analog wie bei der des 2,5-Dimethyloxazol. Die 
Ausbeute ist hier recht gut, etwa 1 g reines Oxazol aus 5 g 
d,l-Alanin. 

5,568 mg Subst.: 13,225 mg CO,, 4,10 mg H,O. — 4,265 mg Subst. 
0,451 cem N, (15°, 773 mm). 

C,H,ON (111,1) Ber. C 64,83 H 817 N 12,61 
Gef. » 64,78 ,, 8,24 ,, 12,75. 














| in 
um 


let 
rid- 








Uber die Darstellung von Oxazolen aus a-Aminosiiuren. 137 


Die Substanz tihnelt im Aussehen und im Geruch durchaus 
dem Dimethyloxazol. Ihr Siedepunkt liegt bei 134° (Thermometer 
im Dampf). Sie lést sich in jedem Verhiiltnis in Wasser und 
organischen Lésungsmitteln. 


Chloroaurat des 2,4,5-Trimethyloxazol: Darstellung analog 
dem des Dimethyloxazol-chloroaurats. 


4,088 mg Subst.: 2,445 mg CO,, 0,83 mg H,O, 1,768 mg Au. — 10,682 mg 
Subst.: 0,240 cem N, (16°, 764 mm). 
C,H,ON-HAuCl,=C,H,,ONAuCl, (451,1) 
Ber. C 15,96 H 2,23 N31 Au 43,72 
Gef. ,, 16,31 ~ = > 2,67 » 48,26. 

Die hellgelben, nadelf6rmigen Krystalle schmelzen beim langsamen 
Erhitzen bei 93°. Sie sind schwerer ljdéslich in salzsiurehaltigem Wasser 
als das Chloroaurat des Dimethyloxazol, zeigen aber sonst gleiche Eigen- 
schaften. 

Pikrat des 2,4,5-Trimethyloxazol: Die Darstellung erfolgt in 
iitherischer Lésung wie oben beschrieben. 

5,012 mg Subst.: 7,80 mg CO,, 1,59 mg H,0. 

C,H,ON -C;H,0,N, = C,.H,,O,N, (340,1) Ber. C 12,36 H 3,56 
Gef. ,, 4245 ,, 3,55. 
Die Substanz bildet lange, hellgelbe Nadeln, die in _ pikrinsiiure- 


haltigem Ather sehr schwer ldslich sind. Der Schmelzpunkt liegt bei 115° 
(Pikrinsiure?, vgl. oben). 


? 


2,5-Dimethyl-4-isopropyloxazol aus d,l-Valin. Die Darstellung 
erfolgt, wie oben beschrieben; hier ist die Ausbeute an Oxazol 
ganz besonders gering. 
4,810 mg Subst.: 12,20 mg CO,, 4,06 mg H,O. — 3,923 mg Subst.: 
9,93 mg CO,, 3,32 mg H,O. — 3,775 mg Subst.: 0,322 cem N, (17°, 766 mm). 
C.H,,ON (139,1) Ber. C 69,04 H 9,42 N 10,07 
Gef. ,, 69,17, 69,03 » 9,45, 9,47 » 10,12. 


Die Substanz bildet eine farblose Fliissigkeit, der ein eigen- 
tiimlicher Geruch (nach faulem Fleisch) anhaftet. Sie siedet bei 
einer Badtemperatur von ungefihr 160°. Sie lést sich in Wasser 
recht schwer. 


Das Chloroaurat ist schwer léslich, aber Glig. 

Das Chloroplatinat ist offenbar sehr leicht ldslich. 

Das Pikrat bildete sich aus einer itherischen Lésung in dicken, 
wiirfelf6rmigen Krystallen, die bei 122° (unkorr.) schmelzen. Sie zeigen 
sonst die Eigenschaften der obengenannten Pikrate, sind aber in Ather 
leichter léslich. 


2,938 mg Subst.: 4,905 mg CO,, 1,10 mg H,0. 
C.H,;0N-C,H,0;N, = C,,H,,O,N, (368,2) Ber. C 45,65 4H 4,38 
Gef. ,, 45,54 ,, 4,19. 
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2,5-Dimethyl-4-isobutyloxazol aus l-Leucin. Die Darstellung 
ist die iibliche; der nach Erhitzen mit Phosphorpentachlorid 
erhaltene Sirup wird hier aber zweckmifBig in einem Gemisch 
von Wasser und Ather gelést, da er in Wasser allein unvollstindic 
léslich ist. Ausbeute etwa 1 g Oxazol aus 5 g Aminosiure. 

4,609 mg Subst.: 11,875 mg CO,, 4,06 mg H,O. — 2,457 mg Subst.: 
0,191 cem N, (14°, 760 mm). 

C,H,,ON (153,1) Ber. C 70,54 H9,88 N 9,15 
oo , 22 ~_ Se +» OM. 

Die Substanz bildet eine farblose Fliissigkeit vom Siedep. 180° 
(Thermometer im Dampf). Sie ist mit Wasser kaum mischbar, 
lést sich aber glatt in 10°/, iger Salzsiiure, ebenso auch in Alkohol 
und Ather. Der Geruch ist eigentiimlich intensiv, ihnelt etwas 
dem von Pfefferminzél. 

Das Chloroaurat ist schwer léslich, aber lig. 

Das Chloroplatinat kommt nur aus ganz konzentrierten Lisungen 
heraus; es bildet derbe, wiirfelf6rmige Krystalle. 


Das Pikrat wird aus einer itherischen Lésung langsam in biischel- 
férmigen, gelben Nadeln abgeschieden. 


5,227 mg Subst.: 9,095 mg CO,, 2,19 mg H,0. 
C,H,,ON-C,H,0,N, = C,,H,.0.N, (382,2) Ber. © 47,10 H 4,75 
Gef. ,, 47,45 ,, 4,69. 

Das Pikrat ist schwerldslich in pikrinsiurehaltigem Alkohol und Ather. 
Der Schmelzpunkt liegt bei 92° (unkorr.). 

2,5-Dimethyl-4-benzyloxazol aus d,l-Phenylalanin. Das Kr- 
hitzen der acetylierten Substanz mit Phosphorpentachlorid wird, 
wie oben beschrieben, vorgenommen. Aus der getrockneten Ather- 
lésung das Chlorhydrat durch Zugabe von Chlorwasserstoff ab- 
zuscheiden, eriibrigt sich hier, da das Oxazol schwer fliichtig ist. 
Die iitherische Lésung wird also einfach eingedampft, der Riick- 
stand im Vakuum destilliert; bei etwa 170° Badtemperatur geht 
ein wasserklares Ol iiber. Ausbeute aus 5 g Phenylalanin etwa 
1 g Oxazol. 

4,967 mg Subst.: 13,95 mg CO,, 3,12 mg H,O. — 6,725 mg Subst.: 
0,435 cem N, (14°, 752 mm). 

C,.H,,ON (187,1) Ber. C 76,96 H 17,00 N 7,49 
a » 00 «6. tee. a tek 

Die Substanz siedet bei gew6hnlichem Druck bei 267° (Thermo- 
meter im Dampf), wobei allerdings geringe Zersetzung erfolgt. 
Sie ist unléslich in Wasser, aber liéslich in 10°/, iger Salzsiure, 
auch in Alkohol und Ather. Sie zeigt einen schwachen Geruch 
nach Rosendl. 
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llune Das Chloroaurat ist, ebenso wie das Chloroplatinat und Pikrat, 


lorid zwar schwer loéslich, aber nicht zur Krystallisation zu veranlassen. 


nisch [4-Oxy-phenyl]-[2, 5-dimethyloxazolyl-(4)]-methan aus 1-Tyrosin. 
indig Die Darstellung erfolgt bis zur Phosphorpentachloridschmelze wie 

beim Leucin; in dieser Schmelze diirfte das an der phenolischen Hydr- 
ubst.: oxylgruppe acetylierte Oxazol vorliegen. Die Schmelze wird nun mit 


Ather iiberschichtet, dann unter Kiskiihlung mit einerstarken Kalium- 
carbonatlésung verriihrt. Erst dann, wenn die wibrige Lisung 
unter dem Ather alkalisch reagiert, wird noch eine weitere Menge 


180° konzentrierter Kalilauge zugesetzt. Durch kriftiges Riihren und 
abar, Schiitteln wird die Atherextraktion méglichst yervollstiindigt. Die 
‘ohol iitherische Lisung wird dann eingedampft; der dlige Riickstand 
twas wird nun mit starker Kalilauge verrieben, wobei sich das Ol unter 


Erwirmen in der Kalilauge lést (Abspaltung der Acetylgruppe). 
Nach kurzer Zeit erstarrt die Lésung zu einem Krystallbrei 
ngen (Kalumphenolatbildung). Es wird mit Essigsiiure angesiiuert, wobei 
- guerst die Krystalle in Liésung gehen, dann das freie Oxazol 





nal krystallinisch ausfillt. Es wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und getrocknet. Bei der Sublimation im Hochvakuum bei 120 bis 
5 130° gehen gliinzende, derbe Krystalle iiber. 
9. 4,888 mg Subst.: 12,73 mg CO,, 2,77 mg H,O. — 4,455 mg Subst.: 
ther. 0,272 eem N, (17°, 759 mm). 
C,.H,,0,N (203,1) Ber. C 70,90 H 6,45 N 6,90 
Er. Gef. .,, 11,08 , 684 ,, 7,18. 
vird, Die Substanz ist in heiBem Wasser etwas, in kaltem Wasser 
her- sowie in Ather und Benzol kaum léslich. In Alkohol, Aceton und 
ab- Eisessig list sie sich leicht, ebenso unter Salzbildung in Mineral- 
- ist. siuren und Laugen. Der Schmelzpunkt liegt bei 161° (unkorr.). 
ick- Das Chloroaurat wird, wie oben erwiihnt, dargestellt. Es wird 
reht nach dem Waschen mit verdiinnter Salzsiiure im Vakuum bei gewéhnlicher 
twa Temperatur getrocknet. 
4,719 mg Subst.: 4,47 mg CO,, 1,14 mg H,O, 1,652 mg Au. 
bst.: C,.H,,0,N-HAuCl, + H,O (561,2) Ber. C 25,67 H 2,87 Au 35,14 
Gef. ,, 25,83 ,, 2,70 ,, 35,01. 
Die Substanz bildet orangefarbene Nadeln, die beim langsamen Er- 
hitzen bei 1083—104° schmelzen. Sie ist schwer léslich in salzsiurehaltigem 
a Wasser. 
let. __ Das Chloroplatinat ist offenbar sehr leicht léslich, kann deshalb 
c nicht gefaBt werden. 
ay Das Pikrat faillt aus einer heiBen wiBrigen Lisung des Oxazols auf 
uch Zusatz einer wiBrigen Pikrinsiiurelésung dlig aus. Es konnte nicht in 


krystallisierter Form gewonnen werden. 
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$-[2,5-Dimethyloxazolyl-(4)]-propionsaéure-methylester aus d-Glut- 
aminsdure. Da bei der Phosphorpentachlorid-Methode hier damit 
gerechnet werden muBSte, daf die zweite Carboxylgruppe in der 
Glutaminsiure primir in eine Saiurechloridgruppe verwandelt wird, 
wurden zur Umsetzung 2 Mol Phosphorpentachlorid verwandt: 

5g Glutaminsiure werden mit 3¢ Natriumacetat und 40 ccm 
Hisessig etwa eine Viertelstunde gekocht. Es wird im Vakuum zum 
Sirup eingedampft, dieser wird unter Erwirmen auf 100° mit 15¢ 
Phosphorpentachlorid versetzt. Es wird nun noch kurze Zeit er- 
hitzt, dann in Wasser gelést. Nachdem mit Natronlauge eben 
alkalisch gemacht ist, wird mit Essigsiure angesiuert, dann aus- 
ceiithert. In dem Ather befindet sich die freie f-[2,5-Dimethy]- 
oxazolyl-(4)]-propionsiiure, auf deren Isolierung verzichtet wird; sie 
wird in den Methylester iibergefiihrt: Die Atherlésung der Siiure 
wird nach 12stiindigem Trocknen mit Natriumsulfat mit einem 
UberschuB von iitherischer Diazomethanlésung versetzt, die unter 
Stickstoffentwicklung reagiert. Nach einigen Stunden wird im 
Vakuum eingeengt, der Riickstand wird im Vakuum destilliert. 
Bei130—140° Badtemperatur geht der 9-[2,5-Dimethyloxazolyl-(4)|- 
propionsiure-methylester als farblose Fliissigkeit tiber. Da das 
Destillat nicht ganz frei von Wasser zu erhalten war, wurde es 
in Form des krystallisierten Pikrates zur Analyse gebracht. Von 
den Eigenschaften des Esters mige erwihnt werden, daB er 
sich in Ather und Alkohol leicht, in Wasser dagegen ziemlich 
schwer lost. 

Das Chloroaurat wird wie iiblich dargestellt, es fillt zuerst dlig aus, 
lést sich dann aber bald, indem offenbar die Estergruppe verseift wird. 

Das Pikrat wird aus wiBriger Liésung in Form derber, gelber 
Krystalle erhalten. Sie werden im Vakuum bei 70° getrocknet. 

4,722 mg Subst.: 7,62 mg CO,, 1,63 mg H,O. — 2,220 mg Subst.: 
0,257 eem N, (14°, 757 mm). 

C,H,,0;N-C,H,0,N, = C,sH,.0:0N, (412,2) 
Ber. C 43,67 H 3,91 N 13,60 Gef. C 44,01 H 3,86 N 13,72. 

Das Pikrat schmilzt bei 118°. Es ist sehr schwer léslich in Wasser, 
wenig léslich in Ather und Alkohol. Eine qualitative Methoxylbestimmung 
fallt positiv aus. 

Versuch zur Darstellung des [2,5-Dimethyloxazolyl-(4) ]-essigsaure- 
methylester aus l-Asparaginséure. Die Darstellung der Phosphor- 
pentachloridschmelze ist ebenso wie bei der Glutaminsiure. Die 
Schmelze wird zuerst, wie bei der Glutaminsiiure, bei essigsaurer 
Reaktion extrahiert, bei weiterer Verarbeitung des Atherextraktes 
(Veresterung usw.) hinterbleibt aber nur so wenig Substanz, daB 
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' sie nicht weiter untersucht werden konnte. — Die essigsaure 
Lésung wird nun mit Schwefelsiiure bis zur positiven Kongo- 


| reaktion versetzt, dann wird sie wieder mit Ather extrahiert, und 
) zwar mehrere Stunden im Perkolator. Die iitherische Lisung 
wird mit iiberschiissigem Diazomethan behandelt und eingedampft. 
Der Riickstand l4Bt sich im Vakuum in 3 Fraktionen zerlegen: 
a) Vorlauf bis 120°, 
b) 120—130° (tarblose, leichtbewegliche Fliissigkeit), 
c) 190—210° (dickes, gelbes Ol). 
Fraktionen b) und c) wurden nochmals destilliert, die Frak- 
tion b) erwies sich dabei als nicht einheitlich; aus der Fraktion c) 
konnte dagegen eine ziemlich genau bei 205° (1 mm Hg) siedende 
Substanz gewonnen werden. Nach der Analyse handelt es sich 
dabei um eine Verbindung von der Formel C,H,,0,N (Struktur- 
formel vgl. S. 132). 


4,581 mg Subst’: 8,65 mg CO,, 2,85 mg H,O. — 0,584 mg Subst.: 
0,363 cem Ny, (11°, 760 mm). 
C,H,,0,N (187,1) Ber. C 51,81 H 17,00 N 7,49 


Gef. ,, 51,50 ,, 6,96 , 7,47. 
Der Ester ist unldslich in Wasser, léslich in organischen 
Lésungsmitteln. — Ein Oxazolderivat, entsprechend dem aus 


Glutaminsiiure, konnte hier nicht aufgefunden werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit bendtigt 
vurden. 

Nachtrag 
zur Arbeit von 
Fritz Wrede, Ernst Bruch und Gerhard Feuerriegel 
,Konstitutionsermittiung von aus Eiweif dargestellten Basen. [V“.’) 

HKinige Verbindungen, die uns als Ausgangsmaterial fiir Piper- 
azine dienten, sind schon von Abderhalden und Mitarbeiter?) 
dargestellt worden [rac. Leucylvalin und sein Anhydrid, Brom-n 
(u. iso)-valeryl-phenylalanin und die beiden daraus gewonnenen 
rac. Valyl-phenylalanine]. 





1) Diese Z. 214, 63 (1933). 
2”) E. Abderhalden u. Gebelein, Diese Z. 152, 125 (1926); A. u. 
Sickel, Fermentforsch. 9, 462 (1928); A. u. Herrmann, ebenda 10, 145 
(1928); A. u. Schweitzer, ebenda 11, 224 (1930). 











Uber die Proteolyse in Organ- und Krebszellen. 
Von 
Ernst Maschmann und Erica Helmert. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mai 1933.) 


W. Grassmann und Mitarbeiter’) haben darauf hingewiesen, ,,daB 
die natiirlichen Sulfhydrylsysteme geeignet erscheinen, eine zwangsliufige 
Koppelung der Atmung und der Proteolyse zu vermitteln, denn mit dem 
Absinken des Oxydo-Reduktionspotentials mu8 es zu einem Uberwiegen 
reduzierter Thiosysteme und damit automatisch zu einer Aktivititssteigerung 
des Kathepsins kommen.“ Diese Vorstellung ist von E. Waldschmidt- 
Leitz und A. Schaffner?) iibernommen ,,und im Sinne ihrer Theorie iiber 
den Eiweibstoffwechsel bésartiger Geschwiilste verwendet worden“.*) Da- 
nach ,,bedarf es nur einer Herabsetzung des Sauerstoffpotentials, um die 
Anhiufung von Sulfhydrylverbindungen“ und damit ,,die Erscheinung der 
gesteigerten Proteolyse auszulésen“. ,,Die ursiichliche Verkniipfung von At- 
mung und Proteolyse in der Zelle erscheint damit grundsitzlich gesichert; 
sie fiihrt zu den nekrotischen Verinderungen der Zelle, die fiir den Ver- 
lauf der bésartigen Geschwiilste kennzeichnend sind.“*) Neuerdings sagt 
Waldschmidt-Leitz‘): ,,Die spezifische Wirkung der Sulfhydrylverbin- 
dungen bei der Aktivierung der intracelluliiren Proteolyse, die Unwirksam- 
keit entsprechender Disulfidverbindungen niimlich, erwies*) die Abhingig- 
keit hydrolytischer Stoffwechselvorgiinge vom Oxydoreduktionspotential der 
Zelle.“ ®) 

Wenn W. Grassmann?) glaubt, den physiologischen Sinn einer 
Koppelung zwischen Atmung und Proteolyse darin sehen zu kénnen, ,,daB 
das Uberwiegen anaerob verlaufender, z. B. hydrolytischer Abbauprozesse 
ganz allgemein fiir die mit Sauerstoff unzureichend versehene Zelle charak- 
teristisch ist, wihrend die Synthese in der Hauptsache der atmenden und 





1) Diese Z. 186, 188 (1930); 194, 128 (1931). 

*) Naturwiss. 18, 280 (1930). 

5) W. Grassmann, O. v. Schoenebeck u. H.Eibeler, Diese Z. 
194, 128 (1930). 

*) E. Waldschmidt-Leitz, A. Scharikova u. A. Schaffner, 
Diese Z. 214, 75 (1933). 

5) Von uns gesperrt. 

6) Vgl. auch C. Voegtlin u. M. E. Maver, Publ. Healt Rep. 47, 711 
(1932); M. E. Maver, J. M. Johnson u. C. Voegtlin, Ebenda 48, 42 (1933). 
Wir kommen auf die Versuche der amerikanischen Forscher demniichst 
zuriick. 
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daher energiereicheren Zelle vorbehalten bleibt“, so méchten wir dazu 
folgendes bemerken: Charakteristisch fiir die bésartige Geschwulst ist unseres 
Erachtens weniger der nekrotische Zellzerfall mit den ihn begleitenden Abbau- 
vorgingen als das dauernde und ungeordnete Wachstum des Krebs- 
gewebes mit den dabei einhergehenden Aufbauvorgiingen. Geschwulst- 
wachstum bedeutet Massenzunahme. Eine Vermehrung der organischen 
Substanz, z. B. beim Miusecarcinom tiglich um 0,150—0,300 g, beim Hiihner- 
sarkom sogar um 3 und mehr Gramm beweist, daB auch in den schlecht 
mit Sauerstoff versorgten Krebszellen auBerordentliche synthetische 
Leistungen vollbracht werden. 


Wie in dieser Arbeit gezeigt werden soll, kann aus den 
Ergebnissen unserer in vitro-Versuche kein durch Gluta- 
thion vermittelter Zusammenhang zwischen Atmung und 
KiweiBumsatz in Organ- und Krebszellen abgeleitet 
werden. 


Kathepsingehalt von bosartigen Impfgeschwiilsten und Organen 
der Tumortiere. 


Wir haben zeigen kénnen'), daB sehr wahrscheinlich das in 
tierischen Lebern, Milzen und Nieren, sowie in Impfgeschwiilsten 
der Maus und des Huhnes enthaltene Kathepsin zum gréBten 
Teile locker an Zellbestandteile gebunden ist. Es geniigt des- 
halb eine einfache Extraktion des Organ- und Tumorbreies mit 
wasserhaltigem Glycerin, um das Enzym fast vollstiindig in 
Lésung iiberzufiihren. Da im Verhiiltnis zum Lyo-kathepsingehalt 
der Desmo-kathepsingehalt®) in den untersuchten Organen und 
Geschwiilsten auBerordentlich gering gefunden wurde‘), kann der 
Kathepsingehalt der Ausziige mit dem der extrahierten Organe 
und Geschwiilste praktisch gleichgesetzt werden, Dadurch ist 
es auf Grund der Ergebnisse gleich durchgefiihrter Spaltungs- 
versuche méglich, den Kathepsingehalt der Geschwiilste mit 
dem der Organe der Tumortiere zu vergleichen. 


Die im Versuchsteil zusammengefaften Ergebnisse der 
Spaltungsversuche weisen, ebenso wie die schon mitgeteilten”), 
daraufhin, daB die Leber, Milz und Niere carcinomatéser und 
sarkomatiéser Miuse und Hiihner viel mehr Kathepsin ent- 
halten als das Mausecarcinom (Stamm Ehrlich), das Miuse- 





8) Diese Z. 216, 141 (1933) und unverdffentlichte Versuche. 

* Uber Lyo- und Desmo-enzyme vgl. R. Willstitter u. M. Rohde- 
wald, Diese Z. 203, 204 (1931). 

i0) Diese Z. 216, 161 (1933). Vgl. dazu auch H. A. Krebs, Biochem. 
Z. 238, 174 (1931); H. Kleinmann u. F. Werr, Biochem. Z. 241, 108 (1931). 
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sarkom 179 und das Hiihnersarkom (Stamm Teutschlinder 
und Rous). 

Nachdem friihere Befunde darauf hinwiesen?®), daf die Leber 
und Milz der Tumortiere mehr Kathepsin enthalten als die 
gleichen Organe normaler Tiere, zeigen die nachstehenden, daf 
die Erhéhung des Enzymgehaltes der Organe nicht plotzlich, 
sondern im Verlaufe des Geschwulstwachstums erfolgt. Ver- 
schiedene Beobachtungen an Leberausziigen deuten daraufhin, 
daB der Kathepsingehalt der Leber kurze Zeit vor dem Tode 
der T'umortiere wieder abnehmen kann. Eine merkliche Zu- 
nahme des Enzymgehaltes wihrend des Wachstums konnte z. B. 
bei Carcinomen festgestellt werden; andererseits wurde wieder 
an Carcinomen einer Impfreihe beobachtet, daB der Enzym- 
gehalt des Auszuges aus 25tiigigen Miusecarcinomen merklich 
geringer war als der des Auszuges aus 17 tigigen. 

Erst Beobachtungen an einem groBen Material werden es 
ermiglichen, die Bedeutung dieser verschiedenen Befunde fiir das 
Krebswachstum und fiir die Einfliisse, die dieses auf den Orga- 
nismus ausiibt, klarzulegen. Z. B. wiren Zusammenhiinge denkbar 
zwischen dem Nachlassen der katheptischen Wirksamkeit in den 
Leberzellen und der durch ,,Kiweibvergiftung“ hervorgerufenen 
Geschwulst-Kachexie. 

Schon die Tatsache, daB die Organe viel mehr Kathepsin ent- 
halten als die Impfgeschwiilste, zwingt zur Annahme, daB der 
EiweiBumsatz, an dem Kathepsin beteiligt ist, in Leber-, 
Nieren- und Milzzellen gré8er ist oder werden kann als 
in Krebszellen. 


Der Aktivierungsgrad des Kathepsins in Ausziigen aus Impfgeschwiilsten 
und aus Organen der Tumortiere. 


Waldschmidt-Leitz und Schiffner’) behaupten, daB ,,eine ge- 
steigerte proteolytische Aktivitit fiir den Stoffwechsel bésartiger Geschwiilste 
kennzeichnend* sei’): Erwiesen scheint ihnen dies dadurch, daB sie 
den Aktivierungsgrad des Kathepsins aus iilteren Rattensarkomen héher 
gefunden haben als den des Enzyms aus jiingeren. Sie leiten also die 
Wirksamkeit des im Rattensarkom vorkommenden Kathepsins aus dem 
Aktivierungsgrad des im Sarkomauszug enthaltenen Enzyms ab. Da Kat- 
hepsin nur in Gegenwart von SH-Glutathion wirksam sein soll, ist nach 
Waldschmidt-Leitz und seinen Mitarbeitern die Erhéhung des Akti- 


11) Erneut zeigten Versuche, daB durch Kochausziige aus dem Rous- 
schen Hiihnersarkom weder Kathepsin (Gelatine, py = 4), noch Papain 
(Fibrin, py = 7,2) aktiviert werden. 
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vierungsgrades des Enzyms im Auszug gleichbedeutend mit einer solchen 
des SH-Glutathiongehaltes des Krebsgewebes.'?) 

Wir haben uns nicht damit begniigt, den Aktivierungs- 
grad des Kathepsins in Ausziigen aus Impfgeschwiilsten, die 
nach verschieden langem Wachstum der gleichen Impfreihe ent- 
nommen wurden, festzustellen, sondern wir haben gleichzeitig auch 
den Aktivierungsgrad des Enzyms in gleich dargestellten 
Ausziigen aus Organen dieser Tumortiere ermittelt. 
Wenn wir nicht nur aus dem Aktivierungsgrad des Kathepsins in 
Geschwulstausziigen, sondern ebenso auch aus dem des Enzyms in 
Organausziigen, Riickschliisse ziehen auf die intracellulire Wirk- 
samkeit des Kathepsins, so ist dies wohl ohne weiteres erlaubt.}?*) 

Nach den Vorstellungen von Waldschmidt-Leitz") kann, wenn 
wir sie recht verstehen, das Kathepsin in normalen Organzellen nicht 
oder fast nicht wirksam sein, weil normale, reichlich mit Sauerstoff 
versorgte Organzellen, auf Grund ihres positiven Oxydo-Reduktionspotentials, 
kein oder fast kein SH-Glutathion enthalten. Das aus normalen Organen 
extrahierte Kathepsin sollte demnach nicht oder fast nicht wirksam sein. 
»Erst in der absterbenden oder in der ungeniigend mit Sauerstoff ver- 
sorgten Zelle wiirden die Voraussetzungen fiir die Aktivierung der Pro- 
teinase und damit fiir das Einsetzen autolytischer Abbauprozesse gegeben 
sein.“ 8) In Krebszellen lige demnach das Glutathion zum gréBten Teil 
in der SH-Form vor: Das Kathepsin im und folglich auch aus 
Tumorgewebe miiBte also zum mindesten wirksamer sein als das 
Kathepsin in bzw. aus Organen der Tumortiere. Es wire danach zu 
erwarten, daB der Aktivierungsgrad des Kathepsins in Tumorausziigen 
viel héher ist als der des Enzyms in Organausziigen. 

Nach unseren Versuchen ist aber der Aktivierungsgrad 
des Kathepsins aus den Organen der Tumormiuse in 
der Regel viel héher als der des Enzyms aus Miuse- 
tumoren.!4) Nur einmal konnten wir aus den Miusecarcinomen 
einer Impfreihe, die sich, nach Aussage von Herrn Prof. W. Cas- 
pari, in nichts von den normaler Impfreihen untersehieden, 
Kathepsin extrahieren, das ziemlich den gleichen Aktivierungs- 
grad besaB wie das aus den Organen dieser Tumortiere ge- 
wonnene- Dagegen fanden wir den Aktivierungsgrad des Enzyms 

12) Vel. dagegen H. Heinlein, Z. Krebsforschg. 35, 161 (1932); R. Bie- 
rich u. A. Rosenbohm, Diese Z. 215, 154 (1933). 


12a) Vgl. dazu S. 148. 
13) Vel. dazu die Ausfiihrungen von W. Grassmann u. Mitarbeitern, 


Diese Z. 194, 124 (1931), und zwar S. 128. 
4) Auch der Aktivierungsgrad des Kathepsins aus Organen normaler 


Tiere ist viel héher als der des Enzyms aus Tumoren. YVgl. Diese Z. 216, 
161 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIII. 
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aus Hiihnersarkomen hoéher als den des Enzyms aus Miuse- 
tumoren und oft so hoch, wie den des Enzyms aus der Leber 
des Sarkombuhnes. 

Auch wenn der Aktivierungsgrad des Enzyms in den Tumor- 
und Organausziigen gleich hoch, selbst wenn das Kathepsin aus 
Tumoren yoll aktiv ware, so kann bei gleichem Reaktions- 
mechanismus — auf Grund des viel gréBeren Kathepsin- 
gehaltes der Organe — der vom Kathepsin beeinflubte Hi- 
weiBumsatz in den Krebszellen in keinem Stadium des 
Geschwulstwachstums die GréSe erreichen wie zB. in 
Leber- und Milzzellen. Das Vorkommen von wirksamem Kat- 
hepsin in den Zellen kann also an sich noch keine nekrotischen 
Veriinderungen bzw. autolytischen Vorgiinge ,,in die Wege leiten“. 

Wiirde, wie Waldschmidt-Leitz behauptet, das Wirksam- 
sein des Kathepsins — in vitro wie in vivo — ausschlieBlich 
von SH-Glutathion abhingen, dann kiime auf Grund unserer Be- 
funde in den Organausziigen und folglich auch in den Organen 
mehr SH-Glutathion vor als in den Tumorausziigen bzw. in den 
Tumoren. Auch wenn, wie wir annehmen§), die Wirksamkeit 
des Kathepsins im Auszug und vielleicht auch in der Zelle nur 
zum Teil durch SH-Glutathion bedingt ist, so beweist die GréBe 
der ,zusitzlichen Aktivierung“*) im Organbrei-Auszug im Ver- 
gleich zu der im Geschwulstbrei-Auszug!®) doch, dab Organ- 
ausziige mehr SH-Glutathion enthalten als Tumoraus- 
ziige.®*) Ks ist wohl kaum anzunehmen, dab SH- aus SS-Glut- 
athion erst wihrend der Extraktion gebildet wird, wenigstens 
nicht ausschlieBlich und im Organbrei in gréBerem Umfange als 
im Tumorbrei. Dagegen sprechen z. B. unsere Ergebnisse’), wo- 
nach das anfinglich aus Organbrei extrahierbare SH-Glutathion 
wihrend der Autolyse nicht zunimmt und die Befunde von 
E. Bierich und A. Rosenbohm"’), wonach das in tierischen 
Geweben nachweisbare Glutathion nur in der SH-Form dort 
vorkommen kann. Man wird demnach, wie auch die Wirksam- 
keit des Kathepsins im Auszug zu erkliren ist, annehmen miissen, 
daB die mit Sauerstoff reichlich versorgten Organzellen mehr 
oder mindestens so viel SH-Glutathion enthalten wie die mit 
Sauerstoff schlecht versorgten Krebszellen verschiedensten Alters. 





15) Nach unver6ffentlichten Versuchen. 

158) Das Kathepsin miiBte also auch, wenn SH-Glutathion die Zookinase 
wire, in Organzellen wirksamer sein als in Krebszellen. 
16) Diese Z. 215, 151 (1933). 
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Dies widerspricht der gegenwirtig herrschenden Vorstellung, 
daSB Glutathion an den Oxydo-Reduktionsvorgingen 
wesentlich beteiligt ist!”) und somit auch der, dab Atmung 
und KiweiBumsatz in den Zellen durch Glutathion ur- 
sichlich verkniipft sind. 

Man kann deshalb auch nicht in einer durch die Herab- 
setzung des Sauerstoffpotentials bedingten Anhiufung von SH- 
Glutathion die Ursache einer ,gesteigerten“ Proteolyse in den 
Krebszellen sehen. Was die Aktivititssteigerung des intra- 
celluliren Kathepsins anbetrifft, so scheint es nach unseren 
in vitro-Befunden zu einer solchen in Tumor- und Organ- 
zellen kommen zu kénnen. Die Ergebnisse der Spaltungs- 
versuche lassen aber kein mit dem Geschwulstwachstum regel- 
miBfig eimhergehendes Ansteigen der katheptischen Wirk- 
samkeit im Krebsgewebe und in Organen erkennen.!5) Oft sind 
die Unterschiede zwischen den Aktivierungsgraden des Enzyms 
aus Miausetumoren verschiedenen Alters einer Impfreihe nicht so 
groB}*), daB sie auBerhalb der Fehlergrenze der Methode liegen. 
Beim Berechnen des Aktivierungsgrades aus den Spaltungsergeb- 
nissen wirken sich Schwankungen beim ‘Titrieren (+ 0,04 ccm) 
um so stiirker aus, d.h. die Fehlerbreite wird um so gréfer, je 
geringer der Knzymgehalt des Auszuges, insbesondere je kleiner 
der im Spaltungsansatz ohne Cystein gemessene Acidititszu- 
wachs ist. 

Unsere Beobachtungen weisen darauf hin, daB es nicht nur 
in Krebszellen zu einer katheptischen Wirkungssteigerung kommen 
kann, sondern daB Vorgiinge, die sich beim Geschwulstwachstum 
abspielen und Einfliisse, die von der Geschwulst auf den Organismus 
ohne Zweifel ausgeiibt werden, eine Vermehrung des Kathepsin- 
gehaltes und oft auch eine Erhéhung des Wirkungsgrades 
des Enzyms in der Leber und Milz bewirken. Es ist anzunehmen, 
daB sowohl die Art der Zusammensetzung, als auch die Grife 
der Leistungsfihigkeit des enzymatischen Apparates der Zellen 
durch ihre organspezitischen Funktionen bestimmt sind. Durch 
Anderungen des Enzymgehaltes, des Enzymzustandes und der 





1”) E. Bierich u. A. Rosenbohm, a.a.0O., lehnen auf Grund ihrer 
Glutathionbestimmungen eine Beteiligung des Tripeptides an den Oxydo- 
Reduktionsvorgingen ab. 

18) Vielleicht kénnte dies z. T. an dem wenig einheitlichen Unter- 
suchungsmaterial liegen. 

19) Die Methodik ist zur Erfassung feinerer Unterschiede zu ,,grob‘. 
10* 
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Milieubedingungen sollte es den Zellen, insbesondere solcher 
parenchymatiéser Organe, innerhalb physiologischer Grenzen még- 
lich sein, ihr enzymatisches Wirkungsvermigen auch besonderen 
Anforderungen bzw. Verhiltnissen anzupassen, die normalen oder 
pathologischen Vorgingen im Organismus entstammen kénnen. 


Wir haben — wie Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter — aus dem 
Verhalten des Kathepsins in vitro Riickschliisse gezogen auf das des Enzyms 
in vivo. Dabei wurde stillschweigend vorausgesetzt, daB dies ohne weiteres 
méglich ist. Es soll aber nicht verschwiegen werden, da8 uns dies fraglich 
erscheint*°), weil der schliissige Beweis noch aussteht, da8 durch das Heraus- 
lésen und das Abtrennen des Kathepsins aus bzw. von seinem natiirlichen 
Milieu der Enzymzustand und dadurch der Wirkungsmechanismus nicht 
wesentlich geindert wird. 


Experimenteller Teil. 


Untersuchungsmaterial: Durch freundliches Entgegenkommen der 
Herren Prof. W. Caspari und Prof. B. Albrecht vom Staatsinstitut fiir 
experimentelle Therapie standen uns zur Verfiigung: das Adenocarcinom 
der Maus (Stamm Ehrlich), das Miusesarkom 179 und das Hiihner- 
sarkom (Stamm Teutschlinder und Rous), sowie die Organe usw. 
der carcinomatésen bzw. sarkomatésen Tiere. Von diesen Impfgeschwiilsten 
hat sich das Miusecarcinom fiir unsere Zwecke am besten geeignet, weil 
seine Wachstumsgeschwindigkeit und die Nekrosebildung ziemlich gleich- 
miBig sind und die Impfausbeute an 100°/, betriigt. Damit sind die Carcinome 
innerhalb einer Impfreihe — soweit man das tiberhaupt von einem solchen 
Material erwarten kann — unter sich ziemlich gleichméBig. AuBerdem ent- 
hilt das Carcinom nur wenig Bindegewebe; es besteht fast ganz aus Krebs- 
zellen. Miuse- und Hithnersarkom werden leicht haémorrhagisch, und in 
letzterem kommt es leicht zur Cystenbildung. Die Hiihnersarkomzellen scheiden 
mucinartige Stoffe ab, die nicht nur die Gewinnung von Ausziigen, sondern 
auch die titrimetrische Ermittelung des Aciditiitszuwachses erschweren. 

Um fiir die Spaltungsansiitze, die immer doppelt angesetzt, oft auch 
mehrmals wiederholt wurden, geniigende Mengen Auszug zu haben, muBten 
wir ihrer Kleinheit wegen, jeweils zahlreiche Miusetumoren und Organe 
auf einmal verarbeiten. Die angefiihrten Werte sind deshalb Durchschnitts- 
werte von 12—25 Tumoren und den dazugehérigen Organen der Tiere. 
Beim Hiihnersarkom wurden jeweils ein Sarkom, die Leber, die Brust- 
muskulatur und das Blutserum verarbeitet. In der Regel haben wir die 
Geschwiilste der Maus, so wie sie aus der Kapsel entnommen wurden, be- 
nutzt*!), nur in einigen Beispielen, von denen eines in Tab. 4 angefiihrt 
ist, trennten wir bei einem Teile der Carcinome das solide Gewebe vom 
nekrotischen Material und untersuchten das Carcinom insgesamt, das solide 
Gewebe und das nekrotische Material gesondert. 





20 Vgl. auch H. A. Krebs, Biochem. Z. 238, 174 (1931). 

71) Aus der Mitteilung von Waldschmidt-Leitz geht nicht hervor, 
ob nur solides Rattensarkomgewebe oder ob der gesamte Tumor verarbeitet 
wurde. 
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Kathepsin- und Peptidasenwirkung in Ausziigen avs Carcinomen und Lebern 


von Miusen. 











Material 
entnomm.| e- 
Tage | wicht 
nach der} jp g 
Impfung 
12 26 
20 31 
28 34 
12 18 
20 11 
28 8,5 





























Kathepsinwirkg. ; 
incem 0,05n-KOH | Akti- 
Auszug . vier.- 
. mit 
aus nicht Canal Grad 
te ystein |. A 
aktiviert! aktiviert | in °! 
20 Carcinom.}| 0,10 0,32 31 
6. 0,09 | 0,34 26 
— % 0,17 | 0,87 46 
20 Leb.o.B.| 1,17 | 1,94 60 
ms ast bee | oe 65 
~s «at tee | te 65 
Tabelle 2. 





Peptidasenwirkg. 
in ccm 
0,05 n-KOH 
Leucyl- | Leucy]- 
glycin | diglycin 
1,09 | 1,81 
1,20 | 1,44 
1,07 1,24 
1,04 ) 
1,06 
118 | 1, 





Kathepsin- und Peptidasenwirkung in Ausziigen aus Carcinomen, Lebern 








und Milzen von Miiusen. 


30 Carcinom. 


20 ” 
14 - 
12 - 
29 Leb. o. B. 
14 9? >> iP) 
12 ” >) O99 
30 Milz. o. B. 
20 9 99 «#99 
14 bP] 9) 99 











0,12 0,48 
0,08 0,32 
0,15 0,32 
0,18 0,45 
1,56 1,97 
2,55 3,24 
1,85 2,62 
1,75 2.40 
2,15 2,81 
2,00 2,50 
Tabelle 3. 





0,82 | 1,39 
1,05 | 1,39 
1,07 | 1,39 
1,05 1,44 
1,24 | 1,14 
1,28 | 1,49 
1,55 | 1,67 


Kathepsin- und Peptidasenwirkung in Ausziigen aus Carcinomen, Lebern, 
Milzen und Nieren von Miusen. 


14 
24 


14 
24 


14 
24 


14 
24 





42 
39 


18 
10 


4,5 
3,0 


5,3 
3,2 





20 Carcinom. 


12 ” 

20 Leb. o. B. 
12 ? 99 99 
20 Milz. o. B. 
12 ” 99 «99 
40 Nier. o. B. 
24 2? 29 «#99 


0,07 | 0,18 
0,20 | 0,39 
1,79 | 2,40 
1,50 | 2,09 
1,14 | 1,73 
2,20 | 3,03 
0,82 | 1,63 
0,87 | 1,52 











39 
51 


74 
72 
60 
72 
50 
57 





1,10 | 1,40 
1,24 | 1,94 
1,54 | 1,39 
182 | 1,77 
1,98 | 1,59 
186 | 1,22 


aa 
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Tabelle 4. 


Kathepsin- und Peptidasenwirkung in Ausziigen aus Carcinomen, Lebern, 
Milzen und Nieren von Miusen. 


























. Kathepsinwirkg. . | Peptidasenwirkg. 
mon ar Ge- ineem0,05n-KOH Akti- in ecem 
aa ; feet Auszug = vier.- 0,05 n-KOH 
— der} in g aad hoe Cystein ey Leucyl- Leucyl- 
mprung a iviert aktiviert in “/o}| glyein | diglycin 
17’) 20 |Carcinombreij 0,22 0,31 71 1,22 1,80 
25%) 15 ‘ 0,18 | 0,24 15 0,72 | 1,78 
17 32 solidem | 
Ca-Gewebe | 0,37 | 0,52 70 1,61 | 1,74 
25 23 desgl. 0,29 | 0,40 73 1,19 | 1,76 
17 11 |nekrotischem 
Material 0,09 | 0,12 (75) 0,54 | 1,80 
25 12 desgl. 0,06 | 0,10 | (60) | 0,35 | 1,78 
17 17 | 20 Lebern 122 | 1,67 73 1,34 | 1,79 
25 95/12 ,, 1,56 | 1,94 80 1,82 | 1,72 
17 4,8 | 20 Milzen 2,03 | 2,80 73 —- | — 
25 3,2 412 2,89 | 3,21 90 —_ |_— 
? ”? ? j 
17 5,4 | 40 Nieren 1,74 | 2,57 | 68 —_ | — 
25 34/24 ,, 143 | 2,37 60 a a 

















Tabelle 5. 


Kathepsin- und Peptidasenwirkung von Ausziigen aus Sarkomen, Lebern, 
Milzen und Nieren von Miiusen. 


14 26 |20Sarkomen] 0,16 | 0,45 35 1,32 | 1,12 
24 36 115, 0,23 | 0,51 45 115 | 1,38 
| 
14 14,5 }20 Leb. 0.B.] 1,71 | 2,30 11 1,17 | 1,81 
24 1050 » ok Be | 210 64 114 | 1,64 
14 4,7 | 20 Milz.o.B.] 1,86 | 2,45 70 — | — 
24 85115 ,, » » | 2,05 | 2,50 80 ae a 
14 5,8 }40 Nier.o.B.] 1,25 | 1,85 67 a ear 
24 2 ae 1,40 | 2,00 70 —- | — 

















Tabelle 6. 


Beispiel: Hiihnersarkom. 


11°) 25 i Sarkom 0,22 | 0,28 79 1,31 | 1,53 
16 “> - ae 0,18 | 0,24 15 0,90 | 1,35 
21 iM as « 0,20 | 0,30 67 0,82 | 1,48 

















1) Ungefiihr 25°/, nekrotisch. 
*) Ungefihr 34°/, nekrotisch. 
‘) Mit zellfreiem wiBrigem Sarkomauszug geimpft. 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 
































‘al Kathepsinwirkg. . | Peptidasenwirkg. 
ae Ge- ineem0,05n-KOH Akti in ecm 
Tage " iene Auszug on vier.- 0,05 n-KOH 
+ | , _ 
nach der in g ania nicht | Cystein riage Leucyl- | Leucyl- 
Impfung’) aktiviert aktiviert} 12 °/o] glycin | diglycin 
11 16 |1Lebero.B.| 1,45 | 2,26 64 1,08 | 1,23 
16 MOD os 46 et te | 16 84 1,03 | 1,50 
21 So o @ ak Bee | ee 90 0,75 | 1,50 
} 
11 20 |M.pectoralis,}| 0,04 | 0,06 — 0,07 0,84 
das Sarkom | 
umgebend | 
21 20 desgl. 0,05 | 0,06 — 0,06 0,77 
11 30 |M.pectoralis} 0,06 | 00,8 - 0,05 | 0,82 
der nicht ge- | 
impft. Seite | | 
21 30 desgl. 0,04 | 0,07 _ 0,08 | 0,75 
21 Serum des | | 
Sa.-Huhnes oo — — 0 | 0,90 




















1) Mit zellfreiem wiBrigem Sarkomauszug geimpft. 


Gewinnung des Tumormaterials. 1. Bei Mausen: Es wurden z. B. 
75—100 weiBe Miiuse von 20—25 g Gewicht fiir eine Impfreihe benutzt, 
Zur Impfung wurden sterile, gut gewachsene 10 tiigige Tumoren mit der 
Schere fein zerschnitten und mittels Glaskapillaren méglichst gleiche Mengen 
Tumorbrei steril unter die Haut in Richtung des Vorderbeines der Maus 
gebracht. Die Miuse wurden tiglich mit milchdurchtriinktem Brote und jeden 
3. Tag mit Hafer gefiittert und in Digestorien bei méglichst gleichmibiger 
Temperatur gehalten. In bestimmten Zeitabstiinden wurde eine gréBere An- 
zahl Tumormiuse der Impfreihe entnommen und durch Entbluten getitet. 
Wir haben bei der jeweiligen Entnahme nicht die Miuse mit den best- 
gewachsenen Tumoren ausgewiihlt, sondern méglichst Tiere mit groBen und 
kleinen Tumoren benutzt, um Durchschnittswerte zu erhalten. Die Organe 
waren makroskopisch metastasenfrei; andere wurden verworfen. 

2. Bei Hiihnern: 1—2 jihrige Hiihner, so wie sie der Hiindler liefert, 
wurden mit 0,5 cem eines wibrigen, zellfreien Sarkomauszuges geimpft, und 
zwar haben wir nur einseitig in die linke Seite des Brustmuskels injiziert. 
Bei gutem Wachstum der Geschwulst stirbt das Huhn innerhalb von 25 Tagen 
durch das Sarkom. Es wurde méglichst solides Sarkomgewebe verarbeitet. 

Bereitung der Ausziige: Die den entbluteten Tieren steril ent- 
nommenen Tumoren, Organe usw. wurden sofort im sterilen Mérser — das 
Hiihnersarkom und die Hiihnerbrustmuskulatur in der sterilen Fleischmaschine 
— zerkleinert. Dann versetzten wir 1 Gewichtsteil Tumor-, Organ- oder 
Muskelbrei mit 2 Volumenteilen 87°/, igem sterilem Glycerin (0,15°/, Essig- 
siiure enthaltend) und schiittelten die Suspensionen in Flaschen 4 Stunden 
lang bei Raumtemperatur auf der Maschine. Darauf wurden die nicht ge- 
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lésten gréberen Bestandteile an der Zentrifuge bei 5000 Umdrehungen 
(15 Minuten lang) abgeschleudert und die triibe Glycerinlésung filtriert. 
Das nach 24 Stunden bei + 2° gewonnene Filtrat benutzten wir méglichst 
noch am gleichen Tage zum Spaltungsversuch. 

Bis zum Schiitteln der Suspension wurden alle MaBnahmen so rasch 
und so gleichmiéBig wie méglich durchgefihrt. 

Methoden: Das Kathepsin wurde, wie schon beschrieben, bestimmt; 
der Aktivierungsgrad wurde aus dem Acidititszuwachs des Spaltungsansatzes 
ohne und des mit Cystein in Prozent berechnet. Die Spaltungsansiitze waren 
die gleichen, wie friiher angegeben wurde. Spaltungsdauer 24 Stunden; 
Temperatur 30° (+ 0,02°); Titrationsprobe 2,00 cem. Toluol wurde nicht be- 
nutzt, weil es Ausflockungen bei den Tumorausziigen bewirkte, die zu falschen 
MeBergebnissen fiihrten. Da wir so weit wie méglich steril arbeiteten, auch 
sterile GefaiBe, Pipetten usw. und thymolhaltige Gelatinelésung benutzten, 
konnte ein Desinfektionsmittel ohne Schaden weggelassen werden. 

Die Peptidasen wurden wie iiblich bestimmt. Spaltungsdauer 1 Stunde, 
Temperatur 30°; Titrationsprobe 2,09 ccm. 


EKinige unserer Ergebnisse haben wir in den Tab. 1—6 zu- 
sammengestellt. 


























Untersuchungen iiber die Lipoide der Saugetierleber. 
IV. Mitteilung. 


Uber einen halbtechnischen Extraktionsapparat 
fiir biochemische Zwecke. 


Von 


Ernst Friinkel und Alfred Pollanz. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus der Medizinischen Universitats-Klinik, Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mai 1933.) 


Wahrend unserer Untersuchungen iiber die Lipoide der Siuge- 
tierleber erwies es sich zur Darstellung des Ausgangsmaterials 
als notwendig, einen gréBeren Extraktionsapparat fiir die Extrak- 
tion der getrockneten Organe zusammenzustellen. Wir beschreiben 
diesen Apparat in der nach unseren Erfahrungen zweckmiBigsten 
Form, weil wir nach vielen uns von der Industrie freundlichst 
ausgefiihrten Extraktionen die Uberzeugung gewannen, daB es 
vorteilhaft sei, das Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen der 
Lipoide im Laboratorium selbst darzustellen. Vielfach ist es aus- 
geschlossen, die Versuche in industriellen Anlagen so zu leiten, 
daB die gesuchten Stoffe frei von Fremd- und Zersetzungspro- 
dukten sind.?) 

An eine im Laboratorium aufzustellende Extraktionsapparatur 
miissen folgende Anforderungen gestellt werden: 


1. Beim Arbeiten mit feuergefiahrlichen Lésungsmitteln muB die 
Gefahr eines Brandes und einer Explosion ausgeschlossen sein. 

2. Die Extraktion der Organe muB sich unter Sauerstoff- und 
Lichtabschlu8B bei méglichst niedriger Temperatur durchfiihren 
lassen. 

3. Der Apparat muB8 leicht auseinandernehmbar und leicht 
vollig zu reinigen sein. 





1) Beispielsweise wird in der Industrie als Dichtungsmaterial fiir 
Extrakteure Asbest, der mit graphithaltigem Mineralé] getriinkt ist, verwendet. 
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4, Die Apparatur soll auch wibrend der Nacht unbeaufsich- 
tigt im Betrieb gehalten werden kénnen. 

Wir benutzten einen Apparat, der von der Berndorfer Metall- 
warenfabrik A. Krupp A.G., Berndorf N. Oe. ausgefiihrt wurde. Bei 
diesem Apparat, welchen untenstehende Skizze zeigt, sind simtliche 
mit dem Extraktionsgut in Beriihrung kommende Teile aus Nickel 
gefertigt. Der Apparat setzt sich aus folgenden Teilen zusammen: 


6 
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___L. Einer Nickelblase 1, die sich in einem elektrisch geheizten 
Olbad 2 befindet. 

2. Kinem Materialbehilter 3 mit eingelegtem Siebboden 4. 

3. Einem RéhrenriickfluBkiihler 5. 

4, Kinem Helmrohr 6 mit Schlangenkiihler 7. 

Alle Apparateteile kénnen mittels Fallschrauben leicht mit- 
einander verbunden, bzw. voneinander getrennt werden. 
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Untersuchungen iiber die Lipoide der Siugetierleber. 15: 


Als dauerhafte Dichtungsringe 14, die keine Extraktivstoffe 
abgeben, haben sich, namentlich beim Arbeiten mit organischen 
Liésungsmitteln, die von der I.G. Farbenindustrie hergestellten 
Vulkanfiberringe bewihrt. 

Die Wirkungsweise des Apparates ist folgende: Die Diampfe 
des in der Blase 17 erhitzten Lésungsmittels steigen durch das im 
Material eingebettete Dampfrohr 4 nach oben und kondensieren 
sich im aufgesetzten RoéhrenriickfluBkiihler 5. Das kondensierte 
Lésungsmittel liuft auf das Material im Materialbehilter, durch- 
dringt dieses und gelangt durch den Siebboden 4 wieder in die 
Blase 1 zuriick. Als Heizbad fiir die Blase dient ein etwa 70 Liter 
Ol fassender EKisenkessel 8, in dem sich, vom Ol vollkommen be- 
deckt, acht verschiedene konzentrisch angebrachte Heizringe 9 
befinden. Die verschiedenen Heizringe nehmen 250—1000 W, 
zusammen 4,5 kW auf. Jeder der 8 Heizringe kann nach Be- 
darf durch die in einem anderen Raum untergebrachte Schalt- 
vorrichtung 10 zu- und abgeschaltet werden. Beispielsweise ge- 
niigt beim Arbeiten mit Ather eine Heizung von 600 W (Tempe- 
ratur im Olbad 60—62°), 

Von einer urspriinglich vorgesehenen automatisch-elektrischen 
Heizung mit Temperaturregulierung mittels Thermostaten, die sich 
selbsttiitig ein- und ausschaltet, haben wir nach vielen Versuchen 
abgesehen, da die dabei entstehenden Funken Gefahren in sich 
bergen und durch das Aus- und Einschalten der Heizquelle be- 
trichtliche Temperaturschwankungen im Olbad auftreten, so daB 
das Lésungsmittel nicht fortwihrend siedet. Ebenso ist von einer 
Beheizung der Blase mit Dampfabzuraten, da es die unvermeidlichen 
Schwankungen des Dampfdruckes nicht erlauben, den Apparat 
wihrend des Betriebes sich vollkommen selbst zu iiberlassen. 

An der kugelférmigen Blase 1, die etwa 15 Liter Lésungs- 
mittel aufzunehmen vermag, sind ein kleiner Hahn 17 zum Kin- 
leiten von Stickstoff oder Kohlensiiure, verbunden mit einem kleinen 
Filltrichter mit Absperrhahn 12, ferner zwei Schaugliser 13 vor- 
gesehen. Durch den Hahn 15 am tiefsten Punkt der Blase 7 
kénnen wahrend des Betriebes Proben des Extraktes entnommen 
werden; ebenso kénnen, um allzulanges Erhitzen zu vermeiden, 
die Extrakte nach etwa 10—15 Stunden durch Hahn 75 abgelassen 
werden. Die vollige Extraktion von trockenem Leberpulver mit 
Ather war gewohnlich nach etwa 50 Stunden abgeschlossen. Es 
empfiehlt sich, die Extrakte in einem Glaskolben auf einem Wasser- 
bad einzuengen, da bei Verwendung des Olbades und der Ni-Blase 
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bei schon teilweise eingeengten Extrakten (wenn also nur noch 
wenig Liésungsmittel in denselben enthalten ist) leicht Uberhitzung 
eintritt. 

Im zylindrischen Materialbehilter 3 mit einem Inhalt von 
etwa 12—15 Liter befindet sich ein herausnehmbarer Siebboden 4 
mit dem Dampfrohr. Die Beschickung des Materialbehalters er- 
folgt in der Weise, daB man gewéhnlich zwei Lagen entsprechend 
zugeschnittenes Filterpapier auf den Siebboden legt, darauf eine 
Schicht von 3—4 cm Raschigringe schiittet, danach eine Schicht 
von 5—10 cm Extraktionsgut, darauf wieder Raschigringe usw. 
Die Anwendung der Raschigringe ist fiir die Durchlissigkeit des 
Materials unerliBlich. Sie kénnen nach der Extraktion durch 
Sieben des Extraktionsgutes wieder gewonnen werden. 

Der Kihler 5 ist aus Kupfer und dient als RiickfluBkihler 
wihrend der Extraktion. Am héchsten Punkt desselben ist ein 
Sicherheitsventil angebracht, um eventuell auftretenden Uberdruck 
abzublasen. Der Schlangenkihler 7, verbunden mit Helmrohr 6, 
ist ebenfalls aus Kupfer; er kann bei der Kinengung der Extrakte 
oder zur Destillation des Lisungsmittels verwendet werden. Bei 
der EKinengung der Extrakte nach der Extraktion sind der Material- 
behilter und der RiickfluBkiihler abzunehmen und das Helmrohr 6 
mit dem Schlangenkihler 5 durch Fallschrauben mit der Blase 1 
zu verbinden. Das abdestillierte Lisungsmittel tritt beim Syphon- 
rohr 17 aus. Beide Kihler besitzen gleiche AnschluBtiillen fiir 
Wasserschliuche, durch die das Kiihlwasser zu- und abflieBen kann. 
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Weitere Untersuchungen iiber den Abbau der Aminosiuren 
im Tierkérper. 


Von 


Hans Adolf Krebs. 





(Aus der Medizinischen Klinik der Universitét Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1933.) 


Die Desaminierung der Aminosiiuren im Tierkérper erfolgt 
nach den Arbeiten von Neubauer?) und von Knoop?) und nach 
eigenen Versuchen’) unter gleichzeitiger Oxydation des Amino- 
siurerestes. DaB die ,,oxydative* Desaminierung der einzige 
Abbauweg im Tierkérper ist, folgt aus der Tatsache, daB die 
Desaminierung an die Anwesenheit und an den Verbrauch yon 
Sauerstoff gebunden ist. Bei einer Reihe von Aminosiuren [{ Alanin, 
Aminobuttersiure, Valin, Leucin, Norleucin, Phenylglycin, Phenyl- 
alanin, Tyrosin’*)] lieB sich ferner die oxydative Desaminierung 
durch die direkte Uberfiihrung der Aminosiiuren in die Ketosiiuren 
im Organismus beweisen. Die Isolierung der Ketosiiuren war 
jedoch bisher noch nicht bei allen Aminosiuren gelungen. 

In dieser Arbeit beschreibe ich die Uberfiihrung von zwei 
weiteren Aminosiuren, der Asparaginsiiure und der Glutaminsiiure, 
in die zugehérigen Ketosiiuren. Das friihere Versuchsobjekt, die 
Niere der Ratte, setzt diese Aminosiiuren zu langsam um; daher 
war mit diesem Objekt die fiir die Isolierung erforderliche An- 
hiufung der Ketosiiuren in der Lésung nicht zu erreichen. Als 
geeigneter erwies sich die Niere von Kaninchen, Meerschweinchen 
und Hunden. 

Fiigt man Asparaginsiiure oder Glutaminsiure zu Nieren- 
gewebe dieser Tiere hinzu, so erscheinen zuniichst auch hier noch 
keine faBbaren Ketosiuremengen, weil — wie friiher fiir das 
Alanin beschrieben — die primiiren Desaminierungsprodukte so- 
gleich weiter umgesetzt werden. Vergiftet man aber die Zelle 
mit m/1000-arseniger Siure, so erhiilt man die Ketosiiuren in 





1) Dtsch. Arch. klin. Med. 95, 211 (1905); Handb. d. ges. Physiologie 
Bd. V, 775. 

*) Zusammenfassende Darstellung: Oxydationen im Tierkérper, Stutt- 
gart 1931. 

5) Diese Z. 217, 191 (19383). 
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groBer Ausbeute. Glutaminsiiure gibt «-Ketoglutarsiiure, die als 
2,4-Dinitro-phenyl-hydrazon isoliert wurde (Versuch 1). Asparagin- 
siure geht in Oxalessigsiiure und Brenztraubensiure iiber (Versuch 2). 
Da Oxalessigsiure unter unseren Versuchsbedingungen schon ohne 
Gewebe schnell in Kohlensiiure und Brenztraubensiure zerfillt"), so 
erhilt man vorwiegend Brenztraubensiiure. Brenztraubensiiure 
wurde als 2,4-Dinitro-phenyl-hydrazon isoliert. Oxalessigsiiure 
wurde durch die Anilinreaktion') nachgewiesen. 

Bei den Versuchen zeigte sich ferner, daB gleichzeitig mit 
der Ketosiurebildung auch die Ammoniakbildung aus Aminosiiuren 
hiufig ansteigt, wenn man die Nierenzelle mit arseniger Siure 
oder Blausiiure vergiftet (Versuch 3). Besonders grof ist der 
Anstieg im Fall der Glutaminsiiure, wo die Ammoniakbildung 
nach der Vergiftung auf das 10—20fache ansteigt. Die Ver- 
giftung hebt also nicht nur die weitere Verwertung der Ketosiuren 
in der Zelle auf, sondern auch die Verwertung von Ammoniak. 
In welchem MaBe eine Verwertung von Ammoniak unter unseren 
Versuchsbedingungen in der Nierenzelle erfolgen kann, zeigt der 
Versuch 4, in welchem unter Anstieg der Atmung groBe Mengen 
von zugefiigtem Ammoniak von der Niere beseitigt werden. 

Die Frage, welche Stickstoffverbindungen aus dem zugefiigten 
Ammoniak und aus den Aminosiiuren, besonders der Glutamin- 
siure in der nicht vergifteten Nierenzelle entstehen, konnte ich 
nicht mehr entscheiden, da ich die Arbeit abbrechen muBte. 


Versuchsteil.’) 


Versuch 1. Uberfihrung von d-Glutaminsaéure in Ketoglutar- 
saure. 670 mg Schnitte aus der Rinde von Hundeniere wurden 2 Stunden 
bei 37,5° in 50 cem physiologischer Salzlésung, der m/30-d-glutaminsaures 
Natrium und m/1000-arseniger Siiure hinzugefiigt war, bewegt. Nach Ent- 
eiweiBung der Versuchslésung mit Trichloressigsiiure und Zusatz von 2,4-Di- 
nitro-phenyl-hydrazin fiel sofort das Hydrazon aus. Rohprodukt 47,4 mg, 
Schmelzp. 217° (unkorr.), lést sich spielend mit orangegelber Farbe in nor- 
maler Sodalésung. Nach Fiillen mit Salzsiure und Waschen des Nieder- 
schlages mit m/10-Salzsiiure und Wasser: Schmelzp. 222° (unkorr.). Das 
mit reiner a-Ketoglutarsiure*) dargestellte 2,4-Dinitro-phenyl-hydrazon, das 
noch nicht beschrieben ist, zeigt die gleichen Eigenschaften. Mischschmelz- 
punkt unveriindert. 


3,274 mg Subst.: 4,83 mg CO,, 0,90 mg H,0O. 
C,,H,,0;N, Ber. C 40,44 H 3,09 Gef. C 40,23 H 3,08. 


1) P. Ostern, Diese Z. 218, 160 (1933). 
2) Hinsichtlich der Methoden vgl. Diese Z. 217, 191 (1933). 
%) Die a-Ketoglutarsiiure war von Herrn Dr. Weil nach Neuberg 


und Ringer [Biochem. Z. 71, 228 (1915)] dargestellt. 
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Ahbnlich yerlief ein Versuch mit Kaninchenniere. — Bei gleicher An- 
ordnung ohne Zusatz arseniger Siure entstand keine Spur eines Nieder- 
schlages nach Zugabe yon 2,4-Dinitro-phenyl-hydrazin. 

Versuch 2. Uberfihrung von 1-Asparaginsdure in Brenztrauben- 
saure. Die Anordnung entsprach genau dem Versuch 1. Mit 560 mg 
Kaninchenniere wurden 126 mg Rohprodukt (Schmelzp. 211°) und 110 mg 
reines Brenztraubensiure-2,4-dinitro- phenyl-hydrazon erhalten. Schmelz 
punkt 216° (unkorr.). Mischschmelzpunkt unveriindert. 

3,314 mg Subst.: 4,90 mg CO,, 0,87 mg H,0. 

C,H,N,0, Ber. C 40,29 H 3,01 Gef. C 40,31 H 2,94. 

In je 1 cem der Versuchslésung wurden ferner Brenztraubensiure mit 
der Carboxylasemethode') und Oxalessigsiiure mit der Anilinmethode?) be- 
stimmt. Die Carboxylasemethode ergab pro Kubikzentimeter 226 cmm 
Kohlensiiure, die Anilinmethode 34cemm. Neben Brenztraubensiiure waren 
also kleine Mengen Oxalessigsiiure vorhanden. 

Versuch 3. Steigerung der Ammoniakbildung aus Aminosduren 
durch arsenige Saure. Meerschweinchenniere. Versuchslésung: Salzliésung 
mit m/20-NaHCO,. 5°/, CO, in O,. 37,5° 














Zusiitze zur Versuchslésung In 60 Min. 
(Endkonzentration ms gebildetes Oxy 
der zugefiigten Substanzen) Gewebe NH, in emm : 
m/20-d-glutaminsaures Natrium . . 7,42 2,2 0,29 
m/20-d-glutaminsaures Natrium + 
m/1000-A,0, . . . 13,74 54,5 3,96 
m/20-d, l-asparaginsaures Natrium. . 8,13 31,8 3,91 
m/20- -d, l-asparaginsaures Natrium + 
nt ae 13,56 63,0 4,65 
m/20-d-Alanin. . . = 8,54 11,7 1,37 
m/20-d-Alanin + m; 1000- -A8,0, . aac 13,65 44,6 3,26 











Ebenso wie die Meerschweinchenniere verhiilt sich Kaninchen- und 
Hundeniere. Arsenige Siure ist durch Blausiiure (m/500) oder Athylearby!l- 
amin (m/500) ersetzbar. Beispiele fiir derartige Wirkungen an Rattenniere 
finden sich schon in Tab. 18, 20 und 21 der vorangehenden*) Arbeit. 

Versuch 4. Ammoniakverbrauch in der Kaninchenniere. Physio- 
logische Salzlésung. 5°/, CO, in O,. 37,5°. 




















NH, pro VersuchsgefiB bei Beginn 
des Versuches incmm...... 0 0 322 
a-Ketoglutarsiure (neutralisiert). . . 0 m/20 m/20 
MW SOON 6 aoe ik a 6,04 7,77 6, 96 
Verbrauchter O, in 60 Min. in cmm. . 73 139 165 
NH, pro ieocnemes aus nach 60 Min. 
inecmm. . ‘ 2,8 3,8 252 
Zunahme an NH, ‘in “60 Min. in “emm ‘ + 2,8 + 3,8 —70 
Gy. : ee ee RO ee —12,1 i179 — 23,7 
2 
Ee ae eee, Sey + 0,46] + 0,49] —10,0 














1) Vgl. Westerkamp, Inaug.-Diss., Freiburg 1933. 
4) Vgl. Ostern, a. a. O. 8) Diese Z. 217, 191 (1933). 
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Methode zur Bestimmung von Oxalessigsaure. 
Von 
P. Ostern. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1933.) 


Bei Versuchen iiber den Abbau der Asparaginsiure und der 
Bernsteinsiiure, Fumarsiure und Apfelsiiure war es notwendig, 
Oxalessigsiiure in kleinen Mengen quantitativ zu bestimmen. Ich 
habe daher auf Vorschlag Herrn H. A. Krebs eine manometrische 
Methode ausgearbeitet, mit der etwa 0,1—2 mg Oxalessigsiure 
in einer Genauigkeit von einigen Prozenten gemessen werden 
kénnen. 

Fiir die manometrische Bestimmung der Oxalessigsiiure be- 
nutze ich die von Wohl?) gefundene Reaktion mit Anilin: 





COOH -CO-CH,-COOH + NH,:C,H;— C,H,- NH-OC-C-O-CH,+H,O +CO, (1) 
Oxalessigsiiure + Anilin —> Brenztrauben- + Wasser + Kohlen- 
siureanilid siure. 


Die Reaktion(1) verliuft praktisch quantitativ von links nach 
rechts. Fiir jedes Molekiil Oxalessigsiure erscheint nach Zusatz 
von Anilin 1 Molekiil freier Kohlensiiure, die manometrisch in der 
Apparatur von Warburg gemessen wird. 

Die homologen Keto-di-carbonsiiuren Mesoxalsiiure und «-Keto- 
glutarsiiure reagieren nicht mit Anilin, ebensowenig a-Ketosiuren 
oder Dicarbonsiuren. Von den Substanzen, die in physiologischen 
Fliissigkeiten vorkommen kénnen, ist, soweit ich iibersehen kann, 
Acetessigsiiure die einzige, die gleichfalls nach Anilinzusatz Kohlen- 
siure abgibt.?) Doch reagiert Acetessigsiiure unter unseren Ver- 
suchsbedingungen viel langsamer als Oxalessigsiiure, so da’ man 
aus den Reaktionsgeschwindigkeiten schon entnehmen kann, welche 





1) Wohl u. Mitarb., Ber. chem. Ges. 34, 1139 (1901); 40, 2282 (1907); 


40, 2308 (1907). 
*) Pollak, Hofmeisters Beitriige 10, 232 (1907). 
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von beiden Substanzen vorliegt. Bei gleichzeitiger Anwesenheit 
| —_ beider Séuren 1aBt sich die Oxalessigsiiure leicht durch graphische 
oder rechnerische Extrapolation bestimmen. 


Versuchsteil 


I. Ausfiihrung der Bestimmung. a) Lisungen: 1. 3 molarer Acetat- 
puffer. 27,2 g Natriumacetat (NaC,H,0,-3H,O) werden mit 6,0 ¢ Eisessig 
auf 100 cem mit Wasser aufgefiillt. py, ist etwa 5,0. 

2. Anilin. 

3. Oxalessigsiiure haben wir nach Wohl! dargestellt und durch Titra- 
tion (Phenolphthalein) auf Reinheit gepriift. Eine hochschmelzende (175°) 
und eine niedrigschmelzende (148°) Form zeigten in unseren Versuchen keine 























Unterschiede. 
Acetessigsiurelésung wurde nach Lunggrens') Vorschriften dar- 
d gestellt. 
~ b) VersuchsgefiBe waren kegelférmige, mit einem Anhang versehene 
dig, Vorlagen nach Warburg. Sie werden folgendermaBen gefiillt: 
Ich Anhang des GefiBes: 0,05 cem Anilin, 0,2 Wasser. 
sche Hauptraum des Gefiies: 0,3 ceem Acetatpuffer, 2—3 ccm der zu analy- 
ure sierenden Lésung. 
Jen Gasraum: Luft. 
Zu jeder Versuchsreihe wird ein Thermobarometer mitgefiihrt, das im 
| Hauptraum Wasser statt Oxalessigsiurelésung enthilt, sonst aber wie die 
be- iibrigen GefiBe beschickt und gleichzeitig mit den anderen gemischt wird. 
Kin Versuchsbeispiel enthilt die Tab. 1. 
CO, (1) : 
Kohlen- Tabelle 1. 
siure, . a 
Oxalessigsiurebestimmung mit Anilin. Temperatur 5°. 
ach + 
satz | 1 - 3 
\@ Anhang...... 0,05 cem Anilin, 0,05cem Anilin, 0,05eem Anilin, 
der ) 0,2 ceem H,O 0,2 eem H,O 0,2cem H,O 
' Hauptraum .... {2,5cem H,O, 2,5eem H,0, 2,5cem H,O, 
to- 0,3cem Acetatpuffer,| 0,3cem Acetatpuffer,| 0,3cem Acetatpuffer, 
0,l cem 1 %/,ige 0,2 cem 1 °/,ige 0,3 cem 1 °/,ige 
| Oxalessigsiure Oxalessigsiure Oxalessigsiure 
hen |4 Koo, . 1,940 1,917 2,292 
nn, l= - eee cepmeen mee 
-% 4 g jnach 10 Min. +41,5 + 76,5 + 94,5 
en- Hiaesal| , 20 , + 67,5 +133 +166 
er- | e283), 40 ,, +82 +165 +207 
jan |e £3") ae + 84,5 +170 +213 
che ae bp & S}]» 85 ,, +85 +171,5 +215 ; 
S AEl, 95 ;, +85 +171 +214,5 
- «mm gebildete CO, . . 165 328,5 492 
01) 5 *, der Theorie... . 97,2 96,8 96,8 














| 


i 
I 


1) Biochem. Z. 145, 422 (1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIII. il 
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In diesem Versuch erscheinen unabhiingig von der Menge 
der Oxalessigsiiure etwa 97°/, d. Th. an Kohlensiure. Die Kohlen- 
siureabspaltung ist bei 5° in etwa einer Stunde beendet. 


II. Bestandigkeit der Oxalessigsiure. Fiihrt man den gleichen 
Versuch bei héherer Temperatur, bei 15° oder 37,5° aus, so erhdlt man 
unvollstindigere Ausbeuten an Kohlensiiure (80—90°/,). Grund hierfiir ist, 
daB die Oxalessigsiiure sich schon vor dem Anilinzusatz, wihrend der Aus- 
gleichsperiode, langsam in Brenztraubensiiure und Kohlensdure zersetzt. 
Oxalessigsiure zerfallt mit meBbarer Geschwindigkeit schon in reiner Lésung, 
sowohl als freie Siure wie als Salz, insbesondere auch bei physiologischer 
Wasserstoffionenkonzentration und Temperatur.') 


Die Geschwindigkeit des Zerfalls in ,,reinen“ Loésungen ist nicht kon- 
stant; es scheint, daB Spuren von Verunreinigungen den Zerfall katalytisch 
beschleunigen. Zur Orientierung iiber die GréSenordnung des Spontan- 
zerfalls sei erwihnt, da8 der prozentische Zerfall pro Stunde bei py, 5,0 
und 7,4 in verschiedenen Versuchen zwischen 10—30°/, betrug. 


Wegen der Unbestindigkeit der Oxalessigsiure kann man in physio- 
logischen Versuchen niemals 100°/,ige Ausbeuten — wie etwa bei anderen 
Ketosiiuren — erhalten. Um iiberhaupt Oxalessigsiiure nachzuweisen, ist 
es nétig, die Bestimmung rasch an den Versuch anzuschlieBen und bei 
tiefer Temperatur zu arbeiten. 


Ill. Spezifitat der Reaktion. Folgende Substanzen geben, wie 
zu erwarten, keine Druckainderung nach Anilinzusatz: Mesoxalsiure, 
Ketoglutarsiure, Oxalsiure, Bernsteinsiiure, Fumarsiiure, Apfelsiiure, 
Brenztraubensiure. 


Dagegen wird Acetessigsiure durch Anilin — ebenso wie 
durch viele andere Amine*) — decarboxyliert (Tab. 2 und Figur). 
Acetessigsiure reagiert aber sehr viel langsamer als Oxalessig- 
siure. Genaue Vergleichszahlen der Reaktionsgeschwindigkeiten 
lassen sich nicht angeben, da die Reaktion der Oxalessigsiure 
so schnell verliuft, daB ihre Geschwindigkeit nicht genau gemessen 
werden kann. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Oxalessigsiiure und 
Acetessigsiiure kann man, wie die Figur zeigt, durch Extrapolation 
den richtigen Wert der Oxalessigsiure erhalten, da die Geschwindig- 
keit des Acetessigsiiurezerfalls zeitlich weitgehend konstant ver- 
lauft, d.h. von der Konzentration an Acetessigsiiure weitgehend 
unabhingig ist. 

1) Vgl. hierzu A. Hahn, Z. Biol. 87, 465 (1928). 

*) Pollak, a.a.O. 
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Tabelle 2. 


Decarboxylierung von Acetessigsiure durch Anilin. 
Oxalessigsiurebestimmung in Gegenwart von Acetessigsiure. 
(Anordnung wie im Versuch der Tab. 1. Temperatur 15°.) 





















































0,50 mg Oxal- 
Zugefiigte Ketosiiure 0,50 mg Oxal- 3 mg Acet- — 
essigsiure essigsiure + 38mg Acet- 
essigsiure 
ynach 10 Min. 70 13,5 73,5 
bial ae 79,5 83,5 109 
— ‘ - 
a 30, 80,3 47,6 124,5 
= = y) ? , a 
3 ‘=e ” 40 ,, 66,5 141 
BESt » 50 5 84 160,5 
Saal » 60 ,, 100 176,5 
24 ; Bs 135 210 
™ , 187 261 
» 150 ,, 226 300 
60 mer 
T T Pe | 
NO b , 1 
120 ; 
eC | 
100 | 
8 w0| - ¢ 4 
S e oo 
s e a 
- 60 4 
S re 
Sv ‘ 
| 2 4 
—— Hinulen 
Fig.1. Graphische Darstellung der Tab. 2. 
7 11* 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXXL Mitteilung. 


Uber die fermentative Depolymerisierung der tierischen Nucleinsaure. 
Von 


Willibald Klein. 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1933.) 








In der 26. Mitteilung') wurde ein hochaktives Ferment der 
Darmschleimhaut beschrieben, das aus Thymusnucleinsiiure in 
kurzer Zeit die Phosphorsiure abspaltet und die Nucleoside ent- 
stehen lift. Aus dem Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeit 
anderer Phosphorsiureester ging hervor, daB die Thymusnuclein- 
siiure zu den am leichtesten hydrolysierbaren Substanzen dieser 
Nucleophosphatase zihlt. Der Befund stand im Gegensatz zu den 
Ergebnissen einer Spezifititsuntersuchung von Levene und Dillon?), 
wonach von einer groSen Anzahl organischer Phosphorverbindungen 
die Thymusnucleinsiure enzymatisch am schwersten angreifbar war. 
Der scheinbare Widerspruch wurde von Klein (a a. 0.) so zu 
deuten versucht, daB bei der enzymatischen Nucleosidbildung aus 
Thymusnucleinsiure zwei verschiedene Fermente beteiligt sein 
miissen, von denen das eine den Polynucleotidkomplex in die 
Mononucleotide zerlegt und das andere die entstandenen Nucleo- 
tide ebenso wie die einfachen Phosphorsiureester dephosphoryliert. 
Die aufgezeigten Diskrepanzen lassen sich damit zuriickfiihren auf 
einen verschiedenen Gehalt verschiedener Phosphataselésungen an 
depolymerisierendem Ferment. Zur niheren Untersuchung dieser 
Frage bot das Darmschleimhautpriparat ein giinstiges Material; 
ihre Klirung im angegebenen Sinne erschien geeignet, unsere noch 
mangelhaften Kenntnisse in der Chemie der tierischen Kern- 
substanz zu vervollstindigen. 

Die geiuBerte Annahme hat nunmehr ihre experimentelle 
Bestitigung gefunden. Es ist gelungen, nach spezifischer Aus- 
“ schaltung des dephosphorylierenden Faktors das Polynucleotid 
in die bisher unbekannten Mononucleotide iiberzufiihren. Sie liegen 














ure. 
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jetzt in Form ihrer krystallisierten Brucinsalze vor. Durch 
Aufarbeitung der schwer léslichen Fraktion ist das erste Ribodesose- 
nucleotid, die Ribodesose-Guanylsiure in freiem krystallisierten 
Zustande erhalten worden. Die Isolierung der depolymerisierenden 
Wirkung gestattet auBerdem einen vertieften Kinblick in die Natur 
der einzelnen beim Nucleinsiiureabbau wirksamen Enzyme. 


Die Existenz eines besonderen depolymerisierenden Ferments ist aus 
einigen dlteren Beobachtungen zu vermuten gewesen. Levene’) konstatierte 
1911 bei der Einwirkung von Gewebeextrakten auf Thymusnucleinsiure 
eine Steigerung der Léslichkeit und eine Anderung der optischen Drehung, 
ohne daB niedere Spaltprodukte nachgewiesen werden konnten. Ein dafiir 
verantwortlich gemachtes Ferment wurde Nucleinase genannt. Den prinzi- 
piell bedeutsamsten Beitrag lieferte kurze Zeit spiiter Thannhauser’), 
indem er das Ferment in den Dienst der Konstitutionsaufklirung stellte. 
Nach Einwirkung von menschlichem Duodenalsaft auf Hefenucleinsiure ge- 
lang es ihm, aus der Reaktionsmischung héher molekulare, phosphorhaltige 
Bruchstiicke zu isolieren und in krystallisierte Brucinsalze iiberzufiihren. 
Da wihrend der Reaktion die Aciditit anstieg, nannte er das Ferment 
Nucleotid-Acidase. Im Lichte neuerer Erkenntnis entbehren die damals 
noch mangelhaften Methoden der Beweiskraft fiir eine solche Ferment- 
wirkung. 

Das Problem erfubr in der Folgezeit keine eingehende Untersuchung 
mehr. Der Grund dafiir lag zunichst in der erfolgreichen Aufklirungs- 
arbeit an der Hefenucleinsiure an Hand rein chemischer Methoden, dann 
aber hauptsdchlich in den Schwierigkeiten, die einem einfachen und quanti- 
tativen Nachweis einer reinen Depolymerisierung im Wege stehen. Erst 
in der neuesten Zeit unternahmen es Levene und Dillon’), das Ferment, 
das die intakte Thymusnucleinsiure angreift, niiher zu studieren. Sie ver- 
glichen die Phosphorsiureabspaltung aus Thymusnucleinsiure mit der aus 
einfachen Phosphorsiureestern unter Anwendung verschieden behandelter 
Enzympriparate. Fiir die beobachteten Anderungen im Verhiiltnis der Hydro- 
lysengeschwindigkeiten wurden zwei Méglichkeiten erwogen: Erstens die 
Existenz einer spezifisch auf Polynucleotide eingestellten Phosphatase, 
zweitens die eines rein depolymerisierenden Ferments, neben einer un- 
spezifischen Phosphatase. Mangels einer geeigneten Bestimmungsmethode 
konnte keine Entscheidung zwischen beiden Auffassungen getroffen und 
nur die , Wahrscheinlichkeit zweier verschiedener Phosphataseagentien“ er- 
héht werden. Das Nucleinsiure spaltende, in seiner Wirkungsweise noch 
unbekannte Ferment wurde Polynucleotidase genannt. 


Schon einige Zeit vor dieser Publikation sah man sich im 
Thannhauserschen Laboratorium der gleichen Alternative gegen- 
iiber. Um die abweichende Spezifitit der Nucleophosphatase aus 
Darmschleimhaut zu deuten, war, wie eingangs dargelegt, die 
Moglichkeit einer zuerst stattfindenden Depolymerisation der 
Nucleinsiure in den Vordergrund geschoben worden. Dati 
sprach,; daB in der Literatur noch keine greifbaren Anhaltspunkte 
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fiir das Vorhandensein einer spezifischen Phosphoesterase gegeben 
waren; ein Umstand, den erst kiirzlich wieder W aldschmidt-Leitz 
und K éhler) hervorhoben. Der Beweis fiir die Richtigkeit der gemach- 
ten Annahme wurde erbracht auf Grund einer einfachen Uberlegung. 
Wenn die fermentative Nucleosidbildung aus der Nucleinsiure 
auf der EKinwirkung zweier Fermente, nimlich-eines depolymeri- 
sierenden und eines dephosphorylierenden Agens beruht, dann 
mu8 die Wirkung des ersteren auch dann erhalten bleiben, wenn 
man die Phosphatase durch einen spezifischen Hemmungskérper 
paralysiert. Dazu ist ihr stindiges Reaktionsprodukt, das Phos- 
phat, pridestiniert. Der Fermentnachweis mu8 mangels einwand- 
freier Bestimmungsmethode durch Aufarbeitung des Hydrolysats 
und Isolierung der Spaltstiicke, der Mononucleotide, geschehen. 
Schon die ersten, unter Zusatz von Phosphat durchgefihrten Ver- 
suche fiihrten zur Isolierung krystallisierter Brucinsalze. Indes 
waren die Ausbeuten wenig lohnend, da die Anwesenheit der not- 
wendigen groBen Mengen Phosphat die Gewinnung der Substanzen 
sehr erschwerte und verlustreich gestaltete. Zum Ziel fiihrte 
schlieBlich die Anwendung des dem Phosphor homologen Arsens. 
Arsenat besitzt die hemmende Wirkung des Phosphats noch in 
der 100 fachen Verdiinnung in mindestens gleichem Mae, ohne 
die Bildung von Mononucleotiden zu beeintrichtigen, also ohne 
das depolymerisierende Ferment in merklichem Mae zu hemmen. 

Fiir die Reinigung und Isolierung der Substanzen, die als 
Gemisch krystallisierter Brucinsalze erhalten werden, bildet die 
nachstehende Arbeit ein erstes Ergebnis. Der sichere Nachweis, 
daB diese Substanzen auf rein fermentativem Wege und nicht durch 
die Aufarbeitungsmethodik entstehen, mute durch eine Kontroll- 
hydrolyse erbracht werden. Diese wurde nach Ausarbeitung der 
Versuchsmethodik in genau der gleichen Weise wie die gewéhn- 
lichen Hydrolysen durchgefiihrt, mit dem einen Unterschied, daB 
die Fermentlésung vor dem Versuch fiinf Minuten im siedenden 
Wasserbad gehalten wurde. Bei der Aufarbeitung lieB sich kein 
krystallisiertes Brucinsalz darstellen, die Analysendaten der brucin- 
haltigen Substanz waren vollig abweichend und inderten sich mit 
jedem Umfallen im Sinne einer fortschreitenden Abnahme des 
Brucingehalts. Damit ist gezeigt, da8 ein Ferment existiert, das 
die Thymusnucleinsiure in Mononucleotide zerlegt, ohne daB es 
Phosphorsiiure abspaltet. Weiterhin folgt aus dem Kontrollversuch, 
daB dieses Ferment durch Kochen zerstért wird. Wihrend der 
enzymatischen Hydrolyse steigt im Falle der ungekochten Ferment- 
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lésung die Aciditét an, was durch éftere Zugabe von Ammoniak 
ausgeglichen wurde. Diese Tatsache steht in Ubereinstimmung 
mit den oben zitierten Angaben von Thannhauser. Sie spricht 
im Sinne einer Aufspaltung esterartiger oder anhydridartiger Phos- 
phorsiiurebindungen. Quantitative Angaben iiber die Abhingig- 
keit der Aktivitét vom Reaktionsmilieu u. a. lassen sich nicht 
machen, bis eine einfache Bestimmungsmethode ausgearbeitet sein 
wird. Fiir die Verwendung zu priiparativen Zwecken scheinen diese 
Kenntnisse jedoch nur von untergeordneter Bedeutung. 

Wir wihlen, entsprechend der allgemeinen Nomenklatur, fiir 
das isolierte Ferment den Ausdruck Thymonucleinase, da 
sein Substrat die intakte Thymusnucleinsiure ist. Die alte Bezeich- 
nung Nucleotidacidase wird damit fallen gelassen. Bisher ist 
lediglich die Thymusnucleinsiure als Substrat der Thymonucleinase 
mit Sicherheit ermittelt; ihre praktische Bedeutung wird auf diese 
beschrinkt bleiben. Bei der Hefenucleinsiiure ist eine fermen- 
tative Depolymerisierung noch nicht nachgewiesen worden. Sie 
wird yom ungehemmten Darmschleimhautenzym viel langsamer 
dephosphoryliert als Thymusnucleinsiture. Bei Verwendung des 
Enzympriparates von Levene und Dillon (a. a. O.) ist das Ver- 
hiltnis umgekehrt. Aus der Gegeniiberstellung lift sich folgern, 
daB Hefenucleinsiiure von Thymonucleinase nicht angegriffen wird; 
ihre Spaltbarkeit durch Phosphatase kann zwanglos auf die von 
Bielschowsky und Klemperer gefundene Tatsache zuriick- 
gefihrt werden, daB beim p,, von ungefiihr 8,8, bei dem auch die 
Versuche von Levene und Dillon durchgefiihrt wurden, ein 
betrichtlicher Teil der Hefenucleinsiiure auch ohne Fermentzusatz 
in Mononucleotide iibergeht. Levene vertritt im neuesten Ergiin- 
zungsband des Biochemischen Handlexikons") die Meinung, dah 
,der Magendarmsaft zwei verschiedene Fermente enthalte, eines 
fiir die Hefenucleinsiure und das andere fiir die Thymusnucleinsiiure“. 
Aus den hierfiir von Levene zitierten Arbeiten, von denen die 
eine fiir Hefenucleinsiiure keinerlei experimentelle Daten liefert, 
geht ein solches Verhalten nicht hervor. 

Die Isolierung der Thymonucleinase aus Diinndarmmucosa 
ist der spezifischen Arsenathemmbarkeit der begleitenden Phos- 
phatase zu verdanken. Untersucht man die Hemmung der Phos- 
phorsiiurebildung an verschiedenen Substraten, so kommt man zu 
bemerkenswerten Ergebnissen. Die prozentuale Abnahme der 
Spaltbarkeit nach Arsenatzusatz ist bei den einfachen EKstern 
Glycerinophosphat und Hexosediphosphat relativ gering und gleich 
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groB. Bei der Thymusnucleinsiiure wird dagegen die Phosphor- 
siureabspaltung fast vollstiindig aufgehoben. Solche Unterschiede 
lassen sich durch die Annahme zweier verschiedener Phosphatasen 
interpretieren. Die bisher von uns fiir die fermentative Bildung 
der Nucleoside aus dem Polynucleotid gebrauchte Bezeichnung 
Nucleophosphatase kann danach im Sinne einer spezifisch aut 
die Thymonucleotide eingestellten Phosphatase prizisiert werden. 
Aber das Beispiel der Hefenucleinsiure, die in der Arsenat- 
hemmbarkeit eine Mittelstellung einnimmt, weist auf die Méglich- 
keit hin, daB die Unterschiede nur gradueller Art sind. AuBerdem 
lassen sich wichtige EKinwinde fermentkinetischer Natur machen. 
Eine endgiiltige Klirung dieser Frage bleibt daher einer um- 
fassenden Spezifititsuntersuchung vorbehalten, die erst ausgefiihrt 
werden kann, wenn die einzelnen Ribodesosenucleotide der enzy- 
matischen Untersuchung zuginglich sein werden. 


Versuchsteil. 


Das Ferment aus der Darmschleimhaut des Kalbes ist gemaB 
friiheren Angaben*) bereitet und jeweils vor dem Versuche durch 
die dort beschriebene Essigsiurefillung gereinigt. Die Anordnung 
der Versuche unter I und IV ebenso wie die Bestimmung des 
abgespaltenen Phosphats entspricht ganz der friiher mitgeteilten. 

I. Hemmung der Nucleophosphatase durch Arsenat. Ansatz: 
8cem Gesamtvolumen, darin 160 mg thymusnucleinsaures Natrium, 2 ecm 
Ammoniak-Ammonacetatpuffer 1m vom py=9,0; 2cem Enzym, auf das 
Doppelte des urspriinglichen Volumens im Extrakt verdiinnt: 2 eem Natrium- 
arsenatlésung (Na,HAsO,), und zwar ist diese Lésung bei a) 0,008 m; 


b) 0,004 m; c) 0,002 m; d) 0,0008 m; bei e) statt dessen 2eccm H,O. Tempe- 
ratur 37°; Versuchsdauer: 2 Stunden; py = 8,9. 























Tabelle 1. 
Arsenatkonzen- Spaltung 

Nr. tration oie : 

Mol / Liter mg P-M | A 
a) 29-1073 6,4 1,8 
b) 1-108 13,1 3,7 
¢) 5-1074 24.9 7,1 
d) 2.1074 51,4 14,7 
e) 0 150,9 43,1 











*) Diese Z. 207, 128 (1932). 
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Fiir die Phosphorbestimmung macht sich die Anwesenheit von Arsenat 
bei genauer Ejinhaltung der Bedingungen nicht stérend bemerkbar. P-M 
bedeutet Phosphormolybdatniederschlag; bei 100°/, iger Spaltung resultieren 
aus der Bestimmung 350 mg P-M. Umrechnungsfaktor auf P: 0,01456. 

Die Hemmung ist im untersuchten Bereiche der Arsenat- 
konzentration annihernd proportional. Die um etwa 2 Zehner- 
potenzen geringere Hemmung durch Phosphat wurde bereits in 
der friiheren Arbeit niher beschrieben. 


II. Wirkung der Thymonucleinase. 100 g thymusnucleinsaures 
Natrium werden in Wasser gelést und auf p, = 8,5 gebracht. 
Die aus 600 ccm Glycerinextrakt hergestellte Enzymlésung wird 
ebenfalls auf p, = 8,5 adjustiert und mit 10 ccm einer 1 m- 
Natriumarsenatlésung versetzt, geschiittelt und zusammen mit der 
Substratlisung auf 5 Liter aufgefiillt. Die Arsenatkonzentration 
ist jetzt 0,002 Mol pro Liter. Die Mischung bleibt 8 Stunden bei 
37° stehen. Im Interesse der Aufarbeitung wird eine Pufferung 
unterlassen. Zur Aufrechterhaltung der Alkalitit mu in bestimmten 
Zeitabstinden Ammoniak zugesetzt werden. Zum SchluB der 
Reaktion wird auf Zimmertemperatur abgekiihlt und zur Ent- 
eiweiBung mit Hisessig auf p,, = 5,0 angesiuert. Das klare Filtrat 
wird fortlaufend neutralisiert und dann unter vermindertem Druck 
auf etwa 1500 ccm eingeengt. Zur Ausfillung des Arsenats und 
geringer Mengen von Phosphat kommen 50 ccm 1 m-Magnesium- 
acetat hinzu und Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion. 
Nach Stehen im Eisschrank iiber Nacht wird filtriert und weiter 
auf etwa 1 Liter eingeengt. Die phosphorhaltigen Substanzen 
werden nun aus der Lésung ausgefaillt mit 500 ccm basischem 
Bleiacetat, D. A. B. 6. Der Niederschlag wird in der iiblichen 
Weise zentrifugiert, ausgewaschen und mit H,S zersetzt. Gute 
Kiihlung bei letzterer Prozedur ist ein wesentliches Moment. 
Nach Entfernung des H,S wird gleich mit NH, neutralisiert. 
Dabei bekommt die Liésung einen schwachen Stich ins Gelbe. 
Sie wird nun auf etwa 100 ccm eingeengt, wobei sie dickfliissig 
wird, aber nicht gelatiniert. Beim EingieBen in absoluten Alkohol 
flockt der gréBte Teil der gelésten Substanz aus, sie wird nach 
langerem Kneten unter Alkohol pulvrig. Die so erhaltene Roh- 
nucleotidmischung wird nun in der etwa 10 fachen Menge Wasser 
gelist. Im gleichen Volumen 96°/, igen Alkohols wird das doppelte 
Gewicht an Brucin heiB gelést und zu der auf 50° erwairmten 
Nucleotidlésung eingegossen. Dabei entweicht NH,. Es wird schnell 
abgekiihlt. Die Lisung scheidet beim Stehen in der Kalte einen 
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geringen flockigen Niederschlag aus, von dem abfiltriert wird. 
Dann wird eingedampft und die auskrystallisierte Substanz nach 
dem Trocknen durch wiederholte Extraktion mit Chloroform von 
Brucin befreit. Das zuriickbleibende weife Pulver wird aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert. 

Phosphorbilanz. Die Phosphorbilanz gibt AufschluB iiber 
den Verbleib des organisch gebundenen Phosphors nach den ver- 
schiedenen Operationen. Sie ist also wichtig fiir die Wahl der 
anzuwendenden Methodik und fiir die Beurteilung der erzielten 
Ausbeuten. 


Beispiel. Der Gehalt an gebundenem Phosphor ist bei einer Probe 
von 100 g thymusnucleinsaurem Natrium zu 6,0 g P bestimmt worden. 
Nach der Fermenteinwirkung und nach Entfernung des Arsenats und des 
gebildeten anorganischen Phosphats mit Magnesiamixtur wird der in der 
Lésung nech vorhandene organische Phosphor bestimmt: 

a) Gesamtvolumen: 1000 cem; davon zur Bestimmung: 0,2 cem. Ge- 
funden: Phosphormolybdat 77,1 mg; P = 1,12 mg. In der Gesamtlésung 
sind also 5,6 g P, d.h. es sind 6,6°/, P abgespalten durch Fermentwirkung. 

b) Durch den Zusatz von Bleiacetat fillt fast die ganze P-haltige 
Substanzmenge aus. Das Filtrat davon hat ein Gesamtvolumen von 1620 cem. 
Davon werden 25 cem mit 25 cem 2n-H,SO, gekocht, hei8 filtriert und 
nach Erkalten 20 cem verwendet (entspr. 10 ccm der urspriinglichen Lésung). 
Gefunden: Phosphormolybdat 66,2 mg; P = 0,962 mg; in der Gesamtlésung 
sind 0,153 g P; es sind demnach 97,3°/, der P-haltigen Substanzen durch 
Bleiacetat gefillt. 

c) Der Niederschlag wird mit H,O gewaschen. 25 cem des Waschwassers 
werden wie unter b) behandelt. Gefunden: Phosphormolybdat 20,3 mg; 
P = 0,3 mg; Gesamtphosphor 26 mg bei 920 cem Fliissigkeit. Das zweite 
Waschwasser ist praktisch P-frei. Bleifiltrat und Waschwisser werden ver- 
worfen. 

d) Der Bleiniederschlag wird mit H,S zersetzt. Das Filtrat yon PbS 
nebst Waschwasser hat nach dem Einengen ein Gesamtvolumen von 600 cem 
0,2 ccm davon zur P-Bestimmung. Gefunden: Phosphormolybdat 55,1 mg; 
P = 0,8 mg; Gesamtphosphor 2,4 g, entspricht 43°/, des vor der Bleifillung 
vorhandenen P. 


Der starke Verlust beruht auf der enormen Adsorptionskraft 
des PbS; er kann sich, je nach dem Reinheitsgrad der Lésung, 
bis auf ?/, der angewandten Substanzmenge steigern. Ungiinstig 
wirkt vor allem der Umstand, dai man bei der Empfindlichkeit 
der Substanzen nur unter Kiihlung auswaschen kann. 

III. Kontrollhydrolyse mit hitzebehandeltem Ferment. Die aus 
300 ccm Glycerinextrakt hergestellte Fermentlésung wird auf 
Py = 8,5 gebracht und 5 Minuten im siedenden Wasserbad ge- 
halten. Nach dem Erkalten wird sie mit der Lésung von 50g 
thymusnucleinsaurem Natrium und 5 ccm 1 m-Natriumarsenat 














—_ ai. a fase PA 























Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 171 
zusammen auf 2500 ccm gebracht und im Thermostaten 8 Stunden 
auf 37° erwarmt. Die zum Aufrechterhalten der Alkalitiit not- 
wendige Menge Ammoniak ist sehr gering und im wesentlichen 
durch den Riickgang des p,, bei der Temperaturerhéhung bedingt. 
Die weitere Aufarbeitung geschieht ganz analog der oben be- 
schriebenen. 


Phosphorbilanz. a) Vor der Bleifillung: Gesamtvolumen 500 ccm: 
davon 0,2 cem zur P-Bestimmung. Gefunden: Phosphormolybdat: 85,3 mg; 
P = 1,24 mg; Gesamtphosphor: 3,1 g. 


b) Nach der Bleifillung: Bleiniederschlag zersetzt mit H,S:; die ge- 
wonnene Lésung hat ein Gesamtvolumen von 600 cem; 1 cem zur Be- 
stimmung. Gefunden: Phosphormolybdat 177 mg; P = 2,57 mg; Gesamt- 
phosphor: 1,54 g = 50°/, des urspriinglichen. 

Filtrat und Waschwiisser sind praktisch phosphorfrei. 


Die mit Alkohol und Ather ausgefillte und in Pulverform 
erhaltene Substanz wird wie oben in Brucinsalz umgewandelt. 
Beim Kinengen der Lésung fiallt der gréBte Teil des angewandten 
Brucins in freiem Zustande aus. Das in der Restlisung sich be- 
findende Material wird schlieBlich in Pulverform gebracht und 
wiederholt mit Chloroform extrahiert. Die zuriickbleibende Sub- 
stanz enthilt noch Brucin in salzartiger Bindung. Diese Tatsache 
ist durch die stark saure Natur der Thymusnucleinsiiure hinreichend 
erklirt, Die Substanz list sich in ganz wenig 40°/, igem Alkoho! 
zu einer stark viskésen Fliissigkeit. Krystallisationsversuche hatten 
alle negatives Resultat. Die im Versuch mit ungekochtem Ferment 
stets erhaltenen krystallisierten Brucinsalze lisen sich sehr viel 
schwerer und lassen sich mit Leichtigkeit umkrystallisieren. 


Im Kontrollversuch hat also keine Depolymerisierung in 
Mononucleotide stattgefunden. Das amorphe brucinhaltige stark 
hygroskopische Pulver wird durch éfteres Umfiillen aus verdiinntem 
Alkohol gereinigt und dann auf P-Gehalt untersucht. 


1. 49,0 mg Subst. geben 146,8 mg P-M = 2,133 mg P = 4,35°/, P. 

2. Nach weiterem einmaligem Umfiillen: 44,5 mg Subst. geben 135 mg 
P-M = 1,962 mg P = 4,41°/, P. 

3. Nach weiterem zweimaligem Unfiillen: 46,03 mg Subst. geben 
145,7 mg P-M = 2,117 mg P = 4,60°/, P. 


Durch wiederholtes Auflésen und Wiederausfillen mitabsolutem 
Alkohol liBt sich also jeweils eine geringe Menge Brucin ab- 


trennen. Die krystallisierten Brucinsalze dagegen enthalten nie 
tiber 3°/, P, ihr P-Gehalt bleibt beim Umkrystallisieren konstant. 
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IV. Vergleich der Arsenathemmbarkeit der Dinndarmphosphatase 
an verschiedenen Phosphorsaureestern. Ansatz: 8 ccm Gesamtvolumen, 
zusammengesetzt aus: 2 ccm Enzymlésung wie bei Versuch I, 2 ccm Ammo- 
niak-Ammonacetatpuffer, 1m, vom py = 9,0; 2 cem H,O bzw. 2 ccm Natrium- 
arsenatliésung 0,004 m; 2 ccm Substratlésung, enthaltend im Falle a) thymus- 
nucleinsaures Natrium, 160 mg; b) Hefenucleinsiure acidum 90,6 mg%*); 
c) Natrium—-Glycerinophosphat, 50,0 mg; d) Hexosediphosphorsaures Natrium, 
73 mg. 

Die Phosphorwerte fiir 100°/,ige Spaltung sind pro Bestimmung bei 
(a = 350 mg P-M; b) = 308 mg P-M; c = 308 mg P-M; d) = 360 mg P-M. 

Versuchstemperatur 37°. 

Angestrebt ist fiir die Versuche ohne Arsenatzusatz 50°/,ige Spaltung. 


























Tabelle 2. 
Versuchs- Spaltung 
Nr. Substrat dauer 
Stunden | mg P-M lo 
1, Ohne Arsenatzusatz  —~t 
a) Thymusnucleinsaures Natrium 2 177,5 | 50,7 
b) Hefenucleinsiure ..... . 4 164,0 | 53,2 
c) Glycerinophosphat .... . 2 150,0 | 48,7 
d) Hexosediphosphat. .... . 1 181,4 | 50,4 
2. Arsenatkonzentration der Lésung = 0,001 m. _ 
a) Thymusnucleinsaures Natrium 2 23,5 | 6,7 
b) Hefenucleinsiiure ...... 4 68,0 | 22,1 
¢) Glycerinophosphat .... . 2 108,8 | 35,3 
d) Hexosediphosphat. .... . 1 127,6 | 35,5 


Die Tab. 2 veranschaulicht die besondere Resistenz der 
Thymusnucleinsiure gegen die mit Arsenat behandelte Darmschleim- 
hautphosphatase. Die aus dem Geschwindigkeitsvergleich sich 
ergebenden Folgerungen sind in der Einleitung diskutiert. 


Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
ebenso wie der Rockefeller Foundation ergebenst fiir die zur Ver- 


fiigung gestellten Mittel. 
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*) Der Firma Bohringer und Séhne, Mannheim danken wir auch an 
dieser Stelle fiir die kostenlose Uberlassung der Hefenucleinsiure. 
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XXXII. Mitteilung: 
Uber die Ribodesose-Guanylsaure. 
Von 


W. Klein und 8. J. Thannhauser. 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik, Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1933.) 


Man nimmt an, daB die tierische Nucleinsiiure in ihrem 
schematischen Aufbau mit der pflanzlichen weitgehende Analogien 
zeigt. Beide Polynucleotidkomplexe sind aus Monomeren zusammen- 
gesetzt, welche die allgemeine Formel Stickstoffbase—Kohlehydrat— 
Phosphorsiure besitzen. In der Annahme der Parallelitit geht 
Levene sogar so weit, daf er auch die Art der Verkniipfung dieser 
Mononucleotide untereinander fiir beide Fille als viéllig gleich 
ansieht. Eine solche Vorstellung begegnet schwerwiegenden Ein- 
winden. In der vorausgehenden Abhandlung ist niher erértert. 
daB beide Nucleinsiuren in ihrer fermentativen Depolymerisierbar- 
keit keine Ubereinstimmung zeigen. Entsprechend groBe Unter- 
schiede herrschen im chemischen Verhalten. Es ist schon lange 
bekannt und sehr auffallig, da8 Hefenucleinsiure bei Kinwirkung 
von verdiinntem Alkali leicht in Mononucleotide zerfillt, wihrend 
Thymusnucleinsiure dabei nicht veriindert wird. Dank der leichten 
Bildung durch Alkaliwirkung konnten die vier Hefenucleotide 
schon vor anderthalb Jahrzehnt aus einem einzigen Hydrolysat 
gewonnen werden. 

Bei den Thymusnucleotiden sind unsere Kenntnisse bis jetzt 
noch unbefriedigend geblieben. Durch Abbau der Thymusnuclein- 
siure mittels chemischer Methoden war es Levene?) und Thann- 
hauser?) gelungen, krystallisierte Brucinsalze von Pyrimidin- 
nucleotiden zu isolieren. Dabei gelangte Levene zu Diphosphor- 
siiureestern, die er als Bariumsalze analysierte. Thannhauser 
und Ottenstein (a. a. 0.) erhielten auBerdem noch die Mono- 
phosphorsdureester von Thymosin und Cytosin—Desoxyribosid. 
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Die Ausbeuten waren aber selbst bei der von Thannhauser 
und Ottenstein durchgefihrten, relativ milden Hydrolyse mit 
Pikrinsiiure gering. Eine nihere Charakterisierung der erwaihnten 
Substanzen konnte daher nicht gegeben werden. Der gréBte Teil 
der Thymusnucleinsiure war durch die chemische Einwirkung 
zerstért; vollkommen verloren gingen die besonders empfindlichen 
Purinnucleotide. 

In den letzten Jahren wurden zur Isolierung der Nucleotide 
aus Thymusnucleinséure keine Versuche mehr unternommen. Es 
feblte an einer Methode, die gegenseitige Bindung der Mono- 
nucleotide im Thymusnucleinsiuremolekil zu lésen, ohne die 
einzelnen Glieder weiter zu veriindern. Diese Methode ist jetzt 
gefunden. Es ist die enzymatische Hydrolyse, die sich auch fir 
dieses Problem als das geeignete Mittel erwiesen hat und die so 
differenzierte Leistungen zu vollbringen imstande ist. In der 
XXXI. Mitteilung dieser Reihe konnte die Isolierung der Thymo- 
Nucleinase beschrieben werden; ihr Effekt ist nach den bisherigen 
Ergebnissen mit der milden Alkalihydrolyse der Hefenucleinsiure 
gleichsinnig. 

Beziiglich der Aufarbeitung des durch Fermentwirkung ent- 
standenen Nucleotidgemisches sei hier ein erstes Ergebnis mit- 
geteilt. Es gelten a priori die Erfahrungen, welche man an den 
Hefenucleotiden gemacht hat. Eine wesentliche Komplikation be- 
deutet die sehr viel gréBere Empfindlichkeit der Thymonucleo- 
tide. Sie beruht auf der auBerordentlichen Reaktionsfaihigkeit 
ihrer Zuckerkomponente, der von Levene, Mikeska und Mori‘) 
entdeckten Ribodesose. Im Falle der Purinnucleotide ist diese 
Empfindlichkeit besonders stark ausgeprigt. Es spricht daher 
fir die ZweckmabBigkeit der enzymatischen Hydrolyse, daB gerade 
ein Purinnucleotid, die Guanin-Ribodesose-Phosphorsiure, zuerst 
gefunden wurde. Diese der Hefe-Guanylsiiure analog zusammen- 
gesetzte Substanz sei Ribodesose-Guanylsiure genannt, weil ihre 
hervorstechenden Ejigenschaften in der besonderen Natur ihrer 
Zuckerkomponente, der Ribodesose, begriindet sind. 

Die Ribodesose-Guanylsiure wurde von den iibrigen Sub- 
stanzen abgetrennt durch hiiufiges Umkrystallisieren des Brucin- 
salzes. Sie befindet sich im schwerstlislichen Anteil. Zur niheren 
Charakterisierung wurde sie in das sekundire Bariumsalz ver- 
wandelt. Hervorzuheben ist die Bestiindigkeit der Esterbindung 
gegen schwache Saéuren und Alkalien, ihre rasche Aufspaltung 
bei enzymatischer Einwirkung. Aus dem Hydrolysat konnte 
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Guanin-Desoxyribosid in sehr guter Ausbeute gewonnen werden. 
Die Darstellung des Guanin-Desoxyribosids aus ribodesose-guany]- 
saurem Barium ist der endgiiltige Beweis fir die stattgefundene 
Depolymerisierung der Thymusnucleinsiure in Mononucleotide. Sie 
beweist ferner, daf die Struktur der gefundenen Substanz die 
einer (Guanin-Desoxyribose-Phosphorsiure ist. SchlieBlich ist 
gezeigt, daB durch die schonende Aufarbeitung auch die empfind- 
lichen Purinnucleotide der Thymusnucleinsiure unzersetzt isoliert 
werden kénnen. 

Auf die Darstellung der freien krystallisierten Ribodesose- 
Guanylsiure wurde viel Miihe und Material verwendet. Die 
Nucleosidbindung ist selbst bei tiefer Temperatur gegen die Eigen- 
aciditit der Ribodesose-Guanylsiure unbestiindig. Durch die 
Abspaltung von Guanin wird die Wasserstoffionenkonzentration 
herabgésetzt und dadurch die weitere Zersetzung vérzégert. Trotz der 
Schwierigkeiten gelang es in einem Falle bei Anwendung dauernd 
tiefer ‘Temperaturen und bei schnellem Arbeiten ein Krystallisat 
zu erhalten, das nach der Phosphor- und Stickstoffanalyse und 
nach dem negativen Ausfall der Aldehydreaktion mit fuchsin- 
schwefliger Siure als Ribodesose-Guanylsiure anzusprechen ist. 


Versuchsteil. 


Die nach den Angaben der vorausgehenden Mitteilung ge- 
wonnene, auf 100 ccm eingeengte Lisung der Ammonsalze des 
Nucleotidgemisches wird durch das EingieBen in absoluten Alkohol 
in zwei Fraktionen zerlegt. Der im Alkohol lésliche Anteil soll 
Gegenstand einer spiteren Abhandlung sein, der Niederschlag 
wurde in der dort angegebenen Weise in Brucinsalz umgewandelt. 

Zur Befreiung von Verunreinigungen erwies sich die Ver- 
bindung mit Brucin als vorteilhaft wegen ihrer groBen Krystalli- 
sationstendenz. Fiir die Kontrolle einer fortschreitenden Isolierung 
einzelner Substanzen ist dies weniger der Fall, weil die ohnehin 
vorhandene Gleichférmigkeit bei den Nucleotiden hier besonders 
stark zum Ausdruck kommt; schon rein gewichtsmibig gehen 
fast */, auf Konto des Brucins. Die Unterschiede im chemischen 
und physikalischen Verhalten sind dementsprechend sehr gering, 
die Krystallform ist wegen der Bildung von Mischkrystallen kein 
Kriterium fir EKinheitlichkeit. Von den Analysendaten weisen 
nur die Stickstoffwerte der verschiedenen Brucinsalze die zu ihrer 
Identifizierung notwendigen Differenzen auf. Die fortschreitende 
Trennung wurde daher stets auf Grund der N-Zahlen kontrolliert. 
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Das Umkrystallisieren geschieht aus verdiinntem Alkohol. 
In ungefihr 40°/,igem Alkohol lésen sich diese Substanzen am 
besten auf, bei Verwendung verdiinnteren Alkohols (bis 20°/,) 
wird aber die Krystallisation schéner und einheitlicher. Die 
Temperatur von 50° wurde zur Vermeidung teilweiser Zersetzung 


nicht tiberschritten. 


Isolierung des Ribodesose-Guanylsdurebrucinsalzes. Beim Um- 
krystallisieren stellte sich heraus, da im allgemeinen die schwerer 
léslichen Fraktionen auch den héheren Stickstoffgehalt besitzen. 
Durch Wiederholung lieB sich der N-Wert steigern. Das Ver- 
fahren wurde fortgesetzt bis zur N-Konstanz. Die Mutterlaugen 
wurden zur Gewinnung weiterer Mengen in der gleichen Weise 
behandelt. 

Der Berechnung liegt das Verhiiltnis zugrunde: 

Ribodesose-Guanylsiiure : Brucin = 1:2. 

N-Bestimmung nach Kjeldahl: 

11,63 mg Subst. verbrauchten 6,27 cem n/70-HCl = 1,254 mg N. 

P-Bestimmung nach Lieb: 

23,26 mg Subst. enthalten 0,631 mg P. 

C,,H,,0,N;P(C.,;H2,N.0,), Ber. N 11,09 P 2,73 
Gef. ,, 10,68 ,, 2,71. 

Ribodesose-Guanylsaurebrucinsalz krystallisiert nach der Rei- 
nigung in farblosen, regelmiifigen, langgestreckten, sechsseitigen 
Prismen, Ausbeute an reinem Produkt etwa 15 g aus 100 g 
Thymusnucleinsiure. Eine weitere Untersuchung dieser Substanz 
wurde nicht vorgenommen. 


Darstellung des sekundaren Bariumsalzes der Ribodesose-Guany]l- 
siure. 10 g des fein pulverisierten Brucinsalzes werden in Wasser 
suspendiert und etwa 1°/,ig ammoniakalisch gemacht. In den 
ersten Augenblicken tritt fast vollstindige Lésung ein, dann fallt 
Brucin als dicker Krystallbrei aus. Nach einigen Stunden Stehen 
im Kisschrank wird filtriert, dann das iiberschiissige Ammoniak 
im Vakuum verdampft und, ailbnlich wie Levene (a. a. O.) frither 
angegeben, durch Zutropfen von Barytwasser gleichzeitig die 
Umwandlung in das Bariumsalz vollzogen, deren Ende man am 
Bestehenbleiben einer schwachen Rétung gegen Phenolphthalein 
erkennt. Beim weiteren Einengen fallt das Bariumsalz als weiBes, 
teilweise schon krystallines Pulver. Der Niederschlag wird in 
Wasser bei Zimmertemperatur gelist und durch Zusatz eines 
gleichen Volumens an absolutem Alkohol wieder ausgefillt. Dabei 
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bleiben in erster Linie Brucinsalzreste in Lisung. Die Alkohol- 
fillung wird wiederholt. Das Auflésen des ziemlich schwer lis- 
lichen Bariumsalzes bei Zimmertemperatur geschieht durch éfteres 
Verreiben mit Wasser und nachfolgendes Zentrifugieren; der letzte 
grau gefarbte Rest wird verworfen. Das Umkrystallisieren geht 
so vor sich, daB die in der eben beschriebenen Weise erhaltene 
Lésung im Vakuum bis zum Auftreten einer ersten Triibung ein- 
geengt und dann filtriert wird. Im Eisschrank fillt das Salz zum 
gréBten Teil aus. Es wird so oft umkrystallisiert, bis Stickstoff 
und Phosphor konstante Werte zeigen. Ausbeute etwa 2g reine 
Substanz. Sekundiires ribodesose-guanylsaures Barium fillt aus 
Wasser iiberwiegend in mikrokrystalliner Form aus; bei reineren 
Praiparaten treten dfter sehr kleine, teilweise radiiir gestellte 
Nidelchen auf. Schmelzpunkt: Im Kapillarrohr beginnt die 
Substanz bei etwa 200° sich zu briunen; sie firbt sich weiterhin 
dunkler, ohne bis zu 360° zu schmelzen. 

C,H..... 4,239 mg Subst.: 3,790 mg CO,; 1,09 mg H,0. 

N (Kjeldahl) 9,22 mg , : 1,31 mg N. 

P (Lieb) .. 9,22 mg ,, : 0,574 mg P. 

Me he ewe- 24.2 mg , : 11,4 mg BaSQ,. 

C,,H,,.0,N;PBa Ber. C 24,87 H 2,48 N 14,52 P 6,43 Ba 28,5 


Gef. ,, 24,38 , 286 , 1421 ,, 623 ,, 27,7. 


Die bis zur beginnenden Triibung eingeengte Liésung bleibt tiber Nacht 
bei 20° stehen. Von dem entstandenen krystallinen Niederschlag wird ab- 
filtriert, 2 cem des Filtrats werden zur N-Analyse verwendet; sie enthalten 
2,35 mg N. Das Priiparat hatte 14,21°/, N; daraus ergibt sich die 

Léslichkeit bei 20°:0,83 g in 100 eem H,0O. 
Die Hauptmenge des Filtrats wird 24 Stunden auf 0° gehalten. Das aus- 
fallende Krystallisat wird wieder abfiltriert. 2 ccm der Lésung enthalten 
1,39 mg N. 
Léslichkeit bei 0°:0,49 g in 100 cem H,O. 

In organischen Liésungsmitteln ist das Salz unldslich. Aus der wiib- 
rigen Lésung fallt schon auf geringen Alkoholzusatz ein amorpher Niederschlag. 

Spezifische Drehung: Eine 0,426°/, ige wiiBrige Liésung (ermittelt durch 
N-Analysen) zeigte im 4 dm-Rohr eine Drehung von — 0,53°. 

— 0,53 
' ~ 4 xX 0,00426 

Spaltbarkeit des Ammoniumsalzes durch Darmphosphatase. 360mg 
Bariumsalz werden nach Auflésen in H,O durch Zusatz der berechneten 
Menge Ammoniumsulfat in das Ammonsalz verwandelt; vom Bariumsulfat 
wird abzentrifugiert. Die Lésung wird versetzt mit 30 cem Ammoniak- 
Ammonacetatpuffer, 2-m, py = 9,0, 2,5 cem Magnesiumacetat, 1-m, und einer 
Lésung von Darmphosphatase, gewonnen aus 4 ccm Glycerinextrakt. Das 
Ganze wird auf 100 ccm aufgefiillt. pj, der Lisung 8,9; Versuchstempe 
ratur 37°. Dauer der Einwirkung 30 Minuten. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVITI. 








= — 31,1°. 
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Zu Beginn und nach 30 Minuten werden je 25 ccm entnommen und in 
10 cem Trichloressigsiure (10°/,ig) einpipettiert. Die Bestimmung des ab- 
gespaltenen Phosphats geschieht in der friiher angegebenen Weise. Die 
Einzelbestimmung ergibt bei 100°/, iger Spaltung einen Phosphorwert von 
3,97 mg P = 273 mg Phosphormolybdat (P-M), errechnet aus der Analyse 
eines aliquoten Teils nach Verbrennung. 

Zu Beginn vorhanden; 16,0 mg P-M; nach 30 Minuten 134,4 mg P-M. 

Zuwachs 118,4 mg P-M, entspr. 43,3°/, Spaltung. 

Kontrollversuch ohne Fermentzusatz wird unter vdéllig gleichen Be- 
dingungen durchgefiihrt. Weder in der Anfangs- noch in der Endbestimmung 
ist anorganisches Phosphat nachweisbar. 


Parallelversuch mit thymusnucleinsaurem Natrium: Phos- 
phorwert bei 100°/,iger Spaltung 3,83 mg P = 264 mg P-M. Zu Beginn 
vorhanden: 23,4 mg P-M; nach 30 Minuten 72,2 mg P-M. 

Zuwachs 48,8 mg P-M; entspr. 18,5°/, Spaltung. 


Der bei kleiner Enzymkonzentration durchgefihrte Vergleich 
veranschaulicht die enorme Geschwindigkeit, mit der das freie 
Ribodesose-Nucleotid auf enzymatischem Wege dephosphoryliert 
wird. Aus den Kontrollversuchen ohne Enzym geht hervor, daB 
die Esterbindung beim p, = 8,9 und 37° absolut bestindig ist. 
Auch die stirkere Alkalitét der Magnesia-Mixtur bleibt ohne 
Einwirkung. 


Darstellung von Guanin-Desoxyribosid aus ribodesose-guanyl- 
saurem Barium. 1,2 g analysenreines Bariumsalz werden wie be- 
schrieben in Ammonsalz verwandelt. Dieses wird enzymatisch 
in Phosphat und Guanin-Desoxyribosid zerlegt. Die Isolierung 
des Guanin-Desoxyribosids erfolgt in Anlehnung an die Vorschrift 
von Bielschowsky und Klein.*) 


Die Ammonsalzlésung wird zur Phosphorsiureabspaltung 
mit 125 ccm Ammoniak—Ammonacetatpuffer, 1 m., 3 cem Magne- 
siumacetat, 1 m., und schlieBlich mit (nucleosidasefreier) Nucleo- 
phosphatase aus 40 ccm Glycerinextrakt versetzt. Das Gesamt- 
volumen betrigt 500 ccm. p, = 8,9; Temperatur 37° Die Ein- 
wirkung dauert 2 Stunden. 


Nach dem Enteiweifen und Neutralisieren des Hydrolysats 
wird auf etwa */, des Volumens eingeengt, noch 2 ccm 1 m- 
Magnesiumacetat zugefiigt und mit Ammoniak alkalisch gemacht. 
Das Filtrat von MgNH,PO, ist phosphorfrei. Die enzymatische 
Spaltung war also 100°/,ig. Es wird eingeengt bis zum Auftreten 
einer Gallerte. {Die weitere Aufarbeitung erfolgt nach Vorschrift. 
Die Reinigung durch die Blei-Ammoniakfallung geschieht in der 
Kalte. Nach Zersetzen mit H,S und Entfernung von PbS wird 
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eingeengt. Dabei krystallisiert Guanin-Desoxyribosid in langen, 

charakteristischen Nadeln aus. Die Substanz wird umkrystallisiert 

und analysiert. 

4,468 mg Subst.: 7,308 mg CO,, 2,02 mg H,O. — 6,58 mg Subst.: 1,70 mg N. 

Guanin—Desoxyribosid C,,H,,N,0, 

Ber. C 44,92 H4,9 N262 Gef. C 44,61 H5,06 N 25,84. 
Orzinprobe stark positiv, Fehling negativ. Ausbeute 350 mg=53°,, d. Th. 
Unter Beriicksichtigung der starken Adsorption durch PbS 

ist die Ausbeute als sehr gut zu betrachten. Sie gewihrleistet 

die Identitat des angewandten Bariumsalzes mit ribodesose-guanyl- 
saurem Barium. 

Darstellung der freien, krystallisierten Ribodesose-Guanylsaure. 
Die Gewinnung der einigermaBen von Zersetzungsprodukten freien, 
krystallisierten Saure ist an die Einhaltung besonderer Vorsichts- 
maBregeln gebunden. Sobald die Siure in Freiheit gesetzt ist 
beginnt die Zersetzung in Guanin und Ribodesose-Phosphorsiiure. 
Als Sekundirprodukte sind zu erwarten ribodesose-guanylsaures 
Guanin und ribodesose-phosphorsaures Guanin. Durch diese Um- 
setzungen wird die Wasserstoffionenkonzentration herabgesetzt. 
Daher kommt es, daB immer ein Teil der Ribodesose-Guanylsiure 
unzersetzt bleibt. Freie Phosphorsiure wurde nie gefunden. 
Die Abspaltung von Guanin 1laBt freien Aldehyd entstehen, der 
mit fuchsinschwefliger Siiure nachgewiesen werden konnte. Die 
Farbreaktion wurde etwas modifiziert: Die Siure des Reagens ist 
so weit abgestumpft, daB eben noch keine Rotfirbung eintritt; die 
Probe auf Aldehyd wird bei 10° ausgefiihrt. MaBgebend fiir die 
Beurteilung war die Geschwindigkeit des Eintretens der Rotfirbung. 

Bei den meisten Versuchen wurde ein Krystallisat erhalten, 
das einen Stickstoffwert von etwa 26°/,, und einen Phosphorwert 
von 6—7°/, hatte (berechnet fiir Ribodesose-Guanylsiiure N = 20,3° |, 
P = 8,93°/,). Es handelt sich voraussichtlich um ein Gemisch 
der angegebenen méglichen Substanzen. 

Im Gegensatz zu diesen Miferfolgen lieb sich die Siiure in 
amorphem Zustande mit reproduzierbaren, guten P- und N-Werten 
darstellen, wenn sie nach Isolierung schnell mit Alkohol und 
Ather ausgefillt wurde. Der Beweis fiir die Identitiit mit unzer- 
setzter Ribodesose-Guanylsiure ist aber trotz negativen Ausfalls 
der Aldehydreaktion schwer mit Sicherheit zu erbringen. 

5,92 mg Subst.: 1,19 mg N, 0,504 mg P. 

Ribodesose-Guanylsiiure C,,H,,0,N,P Ber. N 20,3 P 8,93 


ref. ,, 20,1 5 8,90. 
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In einem Falle konnte endlich ein krystallisiertes Produkt 
erhalten werden, das seinen Kigenschaften nach als Ribodesose- 
Guanylsiiure anzusprechen ist. Die Darstellung war folgende: 
1 g Bariumsalz wurde wie iblich in Ammonsalz verwandelt. Die 
Lésung wurde dann mit basischem Bleiacetat versetzt. Das aus- 
gefallene Bleisalz wurde gewaschen, in H,O suspendiert und bei 
0° eine Stunde lang mit Schwefelwasserstoff behandelt. Nach 
Abfiltrieren des PbS bei 0° wurde die waBrige Lésung in Kilte- 
mischung unter starkem Riihren zum gréBten Teil ausgefroren, 
der Rest mit Alkohol und Ather gefillt. Der amorphe Niedeyr- 
schlag wurde in méglichst wenig Kiswasser gelést und die Lésung 
nach Reiben mit dem Glasstab in den Vakuumexsikkator iiber 
H,SO, und P,O, gesetzt. Durch die hohe Verdampfungsgeschwin- 
digkeit blieb die Temperatur unter +5°. Ein alsbald ausfallende: 
Niederschlag wurde abgetrennt. Ein zweiter krystallisierter Nieder- 
schlag ergab folgende Analysendaten: 

4,53 mg Subst.: 0,368 mg P, 0,97 mg N. 

Ribodesose-Guanylsiiure C,,H,,0,N,P Ber. N 20,3 P 8,93 

Gef. , 21,4 ,, 8,18. 

Nach den analytischen Ergebnissen hat die Zersetzung bei 
dieser Probe nur in geringem Ma8e stattgefunden. Die Substanz 
ist vollkommen durchkrystallisiert; sie besteht fast durch- 
weg aus langgestreckten Prismen, die meist in Biischeln zusammen- 
gelagert sind. Die Reaktion mit fuchsinschwefliger Siiure verliutt 
negativ. Es handelt sich demnach um die krystallisierte Ribo- 
desose-Guanylsiure. 


Wir danken der Notgemeinschaft der deutschen Wissen- 
schaft ebenso wie der Rockefeller Foundation ergebenst fiir 
die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Beitrage zur Fluorescenz der Porphyrine. 
I. Mitteilung. 


Von 
Hermann Fink und Wolfgang Hoerburger. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Technischen Hochschule Miinchen 
und der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1933.) 


Die ersten Angaben iiber die Fluorescenz der Porphyrine gehen auf 
Hoppe-Seyler’) zuriick. Er weist in einer Abhandlung iiber Chlorophyll 
auf die Ahnlichkeit der Fluorescenz des Hiimatoporphyrins mit der des 
Phylloporphyrins, eines Abbauproduktes des Chlorophylls hin. Diese Eigen 
schaft der Porphyrine scheint trotz der Entdeckung Hoppe-Seylers, rat 
in der angefiihrten Abhandlung erklirt, die Fluorescenz der Porphyrine 
bis dahin iibersehen zu haben, wieder in Vergessenheit geraten zu sein. 
Denn erst 6 Jahre spiiter taucht dieselbe Feststellung wieder bei Schunk 
und Marchlewsky?”) auf. Von 1911 an erschienen dann die eingehen- 
deren Untersuchungen iiber die Fluorescenz des Himatoporphyrins von 
Dhéré und Sobolewsky’*); sie stellten den Unterschied der Fluorescenz- 
farbe in saurer und alkalischer Lésung fest und zeigten, daB die Fluorescenz 
der Porphyrine vor allem durch ultraviolette Strahlen erregt wird. In 
derselben Richtung laufen dann auch die Untersuchungen von H. Friedli’‘), 
Hausmann und Krumpel’), van der Bom’), E. Bois’) und anderen. 
Von Dhéré stammt weiterhin die Ermittlung der Fluorescenzspektren der 
Porphyrine. Er unterscheidet auf Grund seiner Arbeiten drei Spektral- 
typen, einen vierbandigen in Liésungsmitteln wie Alkohol, Ather, Aceton, 
Chloroform, Pyridin und ihnlich die Spektren in Lauge und Ammoniak, 
einen dreibandigen Typ in mineralsauren Lésungsmitteln und ein zwei- 
bandiges Spektrum in Eisessig. 

Diese Ergebnisse fanden dann bald umfangreiche Anwendung zur Er- 
kennung von Porphyrinen bei physiologischen Untersuchungen, so durch 
Derrien und Turchini®’) im tierischen Organismus, in Eierschalen, in 


) Diese Z. 4, 193 (1880). *) Liebigs Ann. 290, 309 (1886). 

*) C. r. Soe. de Biol. 70, 511 (1911). 

*) Chem. Z. 1925, I, 1824. ») Biochem. Z. 186, 203 (1927). 

*) Recherches sur la fluorescence de l’hématoporphyrine. ‘Fribourg, 
Suisse 1927. 

”) Canadian Chem. Metallurg. 11, 261—264 (1927). 

*) C. r. Acad. de Biol. 92, 1028 (1925); Bull. Soc. Chim. biol. 8, 218 (1926). 
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Bakterien und anderem, ferner durch Borst und Kénigsdérffer!) bej 
histochemischen Arbeiten an den Organen eines Falles von congenitaler 
Porphyrie. Das von Kénigsdérffer angegebene Spektralanalysenmikro- 
skop verwendeten H. Fischer’), R. M. Mayer’, H. Fink*) bei Studien 
iiber die Koproporphyrie der Hefe und in letzter Zeit R. Fikentscher’, 
H. Fink®) und E. Emminger bei Arbeiten iiber die Osteohimatochro- 
matose der Schlachttiere und bei Untersuchungen an Knochen wachsender 
Sdugetiere nach Injektion verschiedenartiger Porphyrine. 

Zu neuen Ergebnissen in physiologisch-chemischer wie in 
physikalisch-chemischer Hinsicht hat uns die Betrachtungsweise 
der Porphyrine als amphotere Elektrolyte verholfen. Im Verlauf 
der oben genannten Arbeiten iiber die Koproporphyrie der Hefe 
machte der eine von uns (a. a. O.) die Beobachtung, daB Suspen- 
sionen von Koprohefen in physiologischen Pufferlésungen von 
verschiedenem p,, unterschiedliche Fluorescenzintensititen besitzen. 
Versuche an p,,-Serien reinen Koproporphyrins zeigten dann, dai 
von einem Maximalwert der Fluorescenzintensitiit im sauren Gebiet 
ein rasches Absinken dieser Eigenschaft bis etwa p,,4 vor sich 
geht und von diesem Punkt aus die Fluorescenz — nach Wechsel 
der Farbnuance des Fluorescenzlichtes und der Spektraleigen- 
schaften — wieder ansteigt, bis sie im alkalischen erneut einen 
Hochstwert erreicht hat. Ganz aihnliche Abhingigkeiten vom p,, 
wie fiir die Fluorescenzstiirke konnten auch fiir Ionisation, Lés- 
lichkeit, Adsorbierbarkeit, Absorptions- und Emissionsspektren 
gefunden werden. Die auf diesem Verhalten begriindete Auffassung 
des Koproporphyrins als Ampholyt mit dem isoelektrischen Punkt 
bei p, 4 hat wichtige Vorgiinge bei der Koproporphyrie der Hefe 
aufzukliren vermocht. Der eine von uns konnte zeigen, dab 70 
bis 80°/, des gesamten Koproporphyrins nur in lockerer adsorp- 
tiver Bindung an den Hefezellen sitzt, also nicht als integrierender 
Bestandteil des Plasmas zu betrachten ist. Das Verschwinden und 
Auftreten von rotfluorescierenden Zellen im Verlauf der Kopro- 
kultur ergab sich als ein Spiel von Elution und Adsorption, ver- 
ursacht durch die Siurezunahme wihrend der Girung. 

In physikalisch-chemischer Hinsicht war zu erwarten, dab 
die p,,-Abhingigkeit der Fluorescenzstiirke in wiBriger Lésung 





1) Untersuchungen iiber Porphyrie, Leipzig, S. Hirzel (1929). 

*) Diese Z. 177, 48 (1928). 

8) Diese Z. 177, 47 (1928); 179, 116 (1928). 

4) Biochem. Z. 211, 65 (1929); ferner Naturw. 1929, 388. 

5) Virchows Arch. f. path. Anatomie 279, 731 (1931); 287, 764 (1933). 
®) Diese Z. 197, 193 (1931); 202, 8 (1931). 
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bei je nach der Zahl und Anordnung der Seitenketten, insbesondere 
ler der Lage der Propionsiurereste zu den basischen Gruppen fiir 
rO- 


die einzelnen Porphyrine charakteristisch sein kénne. Fiir diesen 


5, Fall eréffnete sich die Aussicht auf eine neue Identifizierungs- 
0- _ méglichkeit, die bei der enormen Empfindlichkeit der Porphyrin- 
er -  iuorescenz und dem hiufig nur spurenhaften Auftreten der Por- 
phyrine im Tier- und Pflanzenreich von groBem Wert erschien. 
D Umgekehrt waren auch Riickschliisse auf die Konstitution zu 
e erhoffen, wenn nur einmal fiir einige Reihen von Porphyrinisomeren 
u die Beziehungen zwischen Wasserstoffzahl und Fluorescenzstirke 
e ermittelt waren. Andere Fragestellungen, wie etwa die Deutung 


P der p,,-Fluorescenzkurven im Sinne der Dissoziationsverhiltnisse 
: der Porphyrine, ergaben sich von selbst. 


Der erste Teil dieser Fragestellungen ist schon gemeinsam mit K.We ber’) 
in Angriff genommen worden. Wir haben schon im Jahre 1928 fiir mehrere 
Porphyrine die py,-Fluorescenzkurven’) teils mit dem Nephelometer, teils 
| mit dem ZeiBschen Stufenphotometer aufgestellt. Es war das die erste 

Anwendung der Fluorometrie im Gebiet der Pyrrolfarbstoffe auf die sich 
dann spitere Arbeiten von R. Fikentscher’) und Sauer aufbauten, die 
unter Verwendung genau derselben apparativen Anordnung (Stupho, Hanauer 
Quarzlampe, Filter LZ, usw.) quantitative Porphyrinbestimmungen im Harn 
auszufiihren versuchten. 


Anfangs bedienten wir uns zur Messung der Stirke des Fluores- 
cenzlichtes eines Kleinmannschen Nephelometers, das uns in liebens- 
wiirdiger Weise Herr Geheimrat Wessely von der hiesigen Universitiits- 
Augenklinik zur Verfiigung gestellt hatte. Wenn auch das Rayleighsche 
Gesetz 

ee 
“a> 
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das der Triibungsmessung allgemein und somit auch dem Kleinmannschen 
Nephelometer zugrunde liegt fiir die Messung der Porphyrinfluorescenz 
in unserem Fall nicht streng gilt, so konnten damit doch wichtige Vor- 
priifungen fiir die spitere Arbeitsweise angestellt werden. Die erste Be- 
dingung fiir die Identifizierungsmethode, niimlich die deutliche Verschieden- 
heit der py-Abhingigkeit der Fluorescenz von Porphyrin zu Porphyrin 
, sahen wir schon mit Hilfe dieser Versuchsanordnung erfiillt am Beispiel 
des Uro-, Kopro-, Hiimato- und Atioporphyrins. Auch der Einflu8, den 
verschiedene Puffergemische auf diese Abhingigkeit ausiiben, wurde so 





) Naturw. 1929, S. 16, Inaug. Diss. Miinchen, Techn. Hochschule 1930. 
*) Unsere ersten Arbeiten sind auch vor dem Erscheinen der Studie 
iiber Fluorometrie von Linser, Kapitel Fluorometrie in I. Klein, Handb. 
d. Pflanzenanalyse 1, 397 (1931), ferner Enneking, Inaug. Diss. Hannover 
‘ 1930 erschienen. 
5) Biochem. Z. 241, 257 (1932). 
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studiert. Wihrend wir bei den spiteren Messungen mit dem Stufenphoto- 
meter mit Riicksicht auf die Vergleichbarkeit der Resultate fast ausschlieB- 
lich den von Mac Ilvaine angegebenen Zitronensidiure—Phosphatpuffer 
anwandten, wurde damals die Porphyrinfluorescenz in Citrat-Salzsiure-, 
Weinsiure-Tartrat-, Glykokoll-Salzsiiuregemischen und anderem gemessen. 
Als wichtiges Ergebnis dieser Variationen ergab sich, daB der Punkt bzw. 
die Zone des Fluorescenzminimums fiir ein und dasselbe Porphyrin (studiert 
am Koproporphyrin) stets gleich und unabhingig von der Zusammensetzung 
des Puffers lag, daB aber der steilere oder flachere Verlauf des sauren bzw. 
alkalischen Astes als eine Eigenschaft der Pufferionen angesehen werdea 
muBte. Es soll auf dieses umfangreiche nephelometrische Versuchsmaterial, 
das wir heute als tiberholt betrachten, im folgenden nur soweit eingegangen 
werden, als es zur Ergiinzung der vorliegenden, mit dem Stufenphotometer 
ausgefiihrten Arbeit notwendig ist. 

Die vorliegende Arbeit bildet die Erweiterung der mit Weber 
begonnenen Untersuchungen iiber die physikalisch-chemischen 
Kigenschaften der Porphyrine. Sie bezweckt unter anderem die 
Schaffung einer gesicherten Mikromethodik, welche die Erkennung 
und Unterscheidung von Porphyrinen erméglicht und dabei eine 
fast vollstiindige Riickgewinnung der unveriindert gebliebenen 
Substanz gestattet. Weiterhin war es eine verlockende Aufgabe, 
insbesondere da in der Zeit zwischen den obengenannten Arbeiten 
und den vorliegenden Untersuchungen durch die groBartigen 
synthetischen Erfolge H. Fischers auf dem Blutfarbstoffgebiet 
neues interessantes Material in grofer Fille geschaffen worden 
war, nach systematischen Messungen an den Porphyrinen von den 
carboxylgruppenfreien Atioporphyrinen an, iiber die Mono- und 
Dicarbonsiiuren bis zu den carboxylgruppenreichen Kopro- und 
Uroporphyrinen, die Konstitution als neuen Punkt in den Fragen- 
komplex mit einzubeziehen. Gibt es doch kaum ein anderes Gebiet 
unter den Naturstoffen, in dem die Konstitution durch Synthese 
bzw. Abbau so weit geklirt ist und in dem vor allem die gene- 
tischen Zusammenhiinge im ganzen Umfang so eindeutig offen 
liegen, wie gerade im Blutfarbstofigebiet. 

Saimtliche Porphyrinpriparate verdanken wir dem grofen 
Entgegenkommen von Herrn Geheimrat Hans Fischer, der das 
Fortschreiten der Arbeit mit Interesse verfolgte. 


Methodisches. 


Die Aufstellung der p,-Fluorescenzkurven. Die Apparatur, die 
zur Aufstellung der py-Fluorescenzkurven verwendet wurde, besteht aus 
einem Stufenphotometer der Firma Carl Zei’-Jena und einer Hanauer 
Analysenquarzlampe. Stupho und Lampe waren so voreinander aufgebaut, 
daB das Licht des Quarzbrenners nicht direkt, sondern im spitzen Winkel 
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zur Beobachtungsrichtung in die Objektivéffnungen eintritt; das wird erreicht, 
wenn man die Lampe, in deren Riickwand ein Uviolglasfenster als Licht- 
filter eingesetzt ist, in einer derartigen Hohe aufstellt, daB der Quarzbrenner 
sich etwa 2cm unter der optischen Achse des horizontal gestellten Stufen- 
photometers befindet. Dabei wird das Stufenphotometer mit den auf- 
geschraubten Kiivettenhaltern dicht an das Uviolglasfenster gebracht und 
die beiden Apparate so lange gegenseitig ausgerichtet, bis beide Objektiv- 
éffnungen gleichmiBbig beleuchtet sind. In dieser Stellung wurden die beiden 
Apparate auf der Tischplatte durch Klammern fixiert, so daB jederzeit eine 
Nachkorrektur méglich war. 

Fiir jede Messung wurde eine Pufferserie hergestellt, die aus dem 
sauren Gebiet, von ungefihr py, 2 an, in Stufen von 0,2 py-Einheiten bis 
etwa py 8 fihrt. Wir verwendeten ausschlieBlich den fiir unseren Zweck 
geeignetsten Puffer von MacIlvaine, der aus einer 1/,-molaren sekundiren 
Natriumphosphatlésung und einer '/,,-molaren Citronensiurelésung besteht. 
(Den Lésungen war zum Schutz vor Infektion Thymol zugesetzt. Die ge- 
ringen Mengen Thymol, die in Wasser loéslich sind, beeintrichtigen, wie 
Versuche gezeigt haben, die Fluorescenz nicht.) In 30 cem Puffergemisch — 
hinreichend fiir Fluorescenz- und py-Messung — kamen gleiche Mengen 
der Porphyrinstandardlésung; zur genauen Dosierung verwandte ich dabei 
ein Stalagmometer nach Traube. 

Die Porphyrinlésungen waren alle, soweit es méglich war, auf die 
gleiche Weise hergestellt, und zwar durch Verseifen der Ester — eingewogen 
mit der Preglschen Mikrowage — in 1 cem konzentrierter Salzsiiure durch 
mehrstiindiges Kochen und nachherigem Auffiillen mit Wasser. Nur bei 
den Porphyrinen, deren Chlorhydrat zu schwer léslich war, wurde alkalisch 
verseift. Dies wird bei den einzelnen Fillen vermerkt. 

Zur Messung kamen die Proben in Glaskiivetten aus Uviolglas, 
die in die vor den Objektivéffnungen des Stuphos aufgeschraubten 
Kiivettenhalter zu stehen kamen. Jede Probe wird viermal mit einer 
zweiten verglichen, sodann eine Seitenvertauschung vorgenommen, wieder 
4 vergleichende Messungen ausgefiihrt und aus den 8 Werten das Mittel 
zur Berechnung der relativen Lichtemissionswerte genommen. Da man 
eine absolute Parallelitit der beiden Glaskiivetten mit dem Quarzbrenner 
der Lampe nie erreicht, werden durch diese Seitenvertauschung die even- 
tuellen Unterschiede in der Belichtung der beiden Proben weitgehendst 
ausgeschaltet. Bei der Durchmessung einer pq-Serie gingen wir so vor, 
da8 wir bei dem sauersten Puffer begannen und ihn mit dem in der 
Py-Reihe folgenden verglichen, diesen mit dem nichsten usw. 

Da das Porphyrin, wie weiter unten ausgefiihrt wird, in den Puffer- 
lésungen sich teilweise im kolloiden Zustand befindet und die kolloiden 
Porphyrinteilchen je nach ihrem Dispersititsgrad einen Teil des kurz- 
welligeren Lichts abbeugen, ist dem Fluorescenzlicht stets eine nicht un- 
betrichtliche Menge kurzwelligeren Beugungslichtes beigemengt. Die Folge 
davon ist, da8 bei dem Vergleich zweier aufeinanderfolgender Proben 
vor allem in der Gegend des isoelektrischen Punktes eine Farbgleichheit 
nicht zu erreichen ist. Dieser MiBstand la8t sich durch Verwendung 
eines Farbfilters beheben, das nur das rote Fluorescenzlicht durchlaBt, 
Von den 7 zum Stufenphotometer gelieferten Lichtfiltern wurde das Rot- 
filter ZL, bei den Messungen verwendet. Es ist undurchlissig fiir alle griinen, 
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blauen und violetten Strahlen, sehr durchlissig dagegen im ganzen roten und 
orangeroten Gebiet, also fiir den gesamten Wellenbereich, der die Emissions- 
spektren der Porphyrine in saurer und alkalischer Lésung einschlieBt. 

Nach der Durchmessung der Pufferserie wurden die pq-Werte der 
einzelnen Proben mit einem Elektro-lonometer nach Liers bestimmt. 

Bei der rechnerischen Auswertung der Messung gingen wir aus von 
der Probe mit der geringsten Lichtemission, indem wir diese gleich ,,1“ 
setzten und in einfachen Proportionen, wie sie die Eigenart des Stufen- 
photometers anzuwenden gestattet, von genannter Probe aus die steigenden 
Lichtemissionswerte sowohl des sauren wie des alkalischen Astes ermittelten. 
Die Logarithmen dieser errechneten Werte, multipliziert mit 10, wurden 
sodann in der Kurve aufgetragen. 

Es wurde auch versucht, die Messung einer ganzen pq-Serie mit einem 
Vergleichskérper vorzunehmen. Die Genauigkeit leidet jedoch betricht- 
lich, besonders dort, wo groBe Differenzen bestehen. Es liegen der Flu- 
orescenzmessung, so wie sie hier ausgefiihrt wurde, dieselben Beziehungen 
zugrunde, auf denen Colorimetrie oder Nephelometrie aufgebaut sind (Beer- 
sches Gesetz). Exakte Werte erhilt man hier wie dort nur dann, wenn 
die Unterschiede zwischen zwei zu vergleichenden Proben 1:2, héchstens 
1:3 betragen. Geht man dariiber hinaus, so werden die Resultate unsicher. 
Die Versuche wurden sowohl mit einem fluorescierenden Glaskérper, als 
auch mit einer Porphyrinlésung mittlerer Fluorescenzintensitit als fiir die 
ganze py-Serie konstantem Vergleichskérper angestellt, verliefen jedoch nie 
befriedigend, so daB wir die ,,Klettermethode“, wie wir sie nennen wollen 
stets vorgezogen haben, selbst auf die Gefahr hin MeBfehler'), die z. B. am 
Anfang unterlaufen kénnten, durch die ganze Kurve mitzuschleppen. 


Der Ejnflu8 verschiedener Versuchsfaktoren. Bevor wir auf 
die p,-Abhangigkeit der Fluorescenz selbst eingehen, ist es not- 
wendig die ibrigen Faktoren zu besprechen, die beeinflussend 
auf die Intensitit der Porphyrinfluorescenz wirken. 

Wihrend die Léslichkeit unter gegebenen Verhiltnissen eine 
fir jedes Porphyrin charakteristische Eigenschaft darstellt, fir 
den Experimentator also eine gegebene GriBe ist, sind Farbstoff- 
konzentration, Wasserstoffionenkonzentration der Pufferlésung, 
Konzentration und Art anderer Jonen in der Lisung, ferner 
Temperatur die Versuchsbedingungen, die beliebig variiert werden 
kénnen. Um die Grundlagen fiir eine geeignete Methodik zu er- 
halten, wurde der EinfluB dieser Faktoren auf die Intensitiit der 
Porphyrinfluorescenz in einer Reihe von Versuchen am Isouro- 
porphyrin IT studiert. Isouroporphyrin IT stand uns in gréBerer 
Menge zur Verfiigung; es ist auBerdem auf Grund seiner groBen 
Léslichkeit und der erheblichen Fluorescenz auch im _isoelek- 
trischen Punkt am besten zu diesen Versuchen geeignet. 





') Solehe MeBfehler ergeben schlimmstenfalls nur eine Verschiebung 
des weiteren Kurvenverlaufs lings der x Achse. 
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A. Konzentration. Mit steigender Konzentration des 
Farbstoffis nimmt die Intensitét der Fluorescenz zu; allerdings 
nur bis zu einem gewissen Héchstwert. Steigert man die Farb- 
stoffkonzentration weiter, so nimmt die Intensitiit der Lichtemission 
wieder ab. Die Beziehung zwischen Farbstoffkonzentration und 
Fluorescenzintensitat wurde in folgendem Versuch studiert. Es 
wurden Porphyrinlésungen mit fallender Konzentration teils in 
saurem, teils im isoelektrischen, teils im alkalischen Gebiet ge- 
messen. 




















Konzentration Lichtemission in °/, 
mg Porphyrin 
auf 30 ccm Puffer} pg 1,71 | py 3,92 | pH 7,99 

0,64 1000 | 5 122 
0,32 98 18 163 
0,16 94 22 171 
0,08 81 22 167 
0,04 63 21 165 
0,032 50 20 142 
0,016 300 15 100 
0,008 22 11 55 
0,0016 6 t 13 





Die Zahlen geben die Lichtemission in Prozent an, wobei 
die Probe 0,64 mg Porphyrin in 30 ccm Puffer von p,, 1,71 mit 
100 angenommen den Vergleichsstandard lieferte. Es sei hierzu 
bemerkt, daB die Konzentration von 0,64 mg in 30 ccm bereits 
so hoch ist, daB in den MeBgefiBen nur mehr ein schmaler 
Saum — niichst der Lichtquelle — fluoresciert, da die tiefrot 
gefirbte Lésung — die Lésung wirkt hier bereits als Lichtfilter — 
das Eindringen des ultravioletten Lichts in tiefere Schichten ver- 
hindert. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, nimmt die Flu- 
orescenzintensitit mit fallender Konzentration im sauren Gebiet 
ab, wihrend im isoelektrischen und alkalischen Gebiet ein Maxi- 
mum der Fluorescenz bei einer mittleren Konzentration von etwa 
0,16 mg in 30 ccm Puffer liegt. Da nun einerseits die Konzen- 
tration konstant gehalten werden sollte, um fiir alle Porphyrine 
vergleichbare Werte zu erhalten, und andererseits die jeweiligen 
Léslichkeitsverhiltnisse durchaus verschieden waren, muSte zweck- 
miBig unter dem Konzentrationsoptimum gearbeitet werden. Bei 
allen folgenden Messungen wurde eine ?/,,99) m-Standardlisung 
angewendet, von der je 10 Tropfen') auf 30 ccm Pufferlésung kamen; 
diese Konzentration entspricht je nach Molekulargewicht ungefahr 


') 10 Tropfen entsprechen 1,09 ccm. 
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0,04—0,08 mg auf 30 ccm. Nachdem auf Grund der Vorversuche 
das Optimum der Versuchsbedingungen gefunden war, muBten 
auch die Messungen an denjenigen Porphyrinen, die bereits yon 
Weber untersucht worden waren, wiederholt werden. Der einzige 
Punkt, der dabei geaindert werden muBte, war die Konzentration, 
die nun fir alle Porphyrine gleichmaBig in Molen festgelegt wurde, 

B. EinfluB von Salzen. Einen betrichtlichen EinfluB auf 
die Intensitat der Porphyrinfluorescenz tiben die in der Lisung 
vorhandenen Ionen aus. In der folgenden Ubersicht sind die 
Ergebnisse einiger orientierender Versuche am Isouroporphyrin 
(10 Tropfen einer 4/,,,,. m-Lésung auf je 30 ccm) zusammengestellt, 
die in dieser Richtung unternommen wurden. Die einzelnen Zahlen 
bedeuten diesmal die Lichtemission in °/,; der Vergleichsstandard 
mit 100 angenommen war Porphyrinlésung in destilliertem Wasser. 
Die verwendeten Neutralsalze waren die jeweils verfiigbar reinsten 
Priiparate von Merck-Darmstadt. 

Die Natriumphosphatlésungen wurden durch Titrieren yon 
Phosphorsiiure auf p, 7 hergestellt. 











l-m m 19 m/20 

Na-Chlorid . SO 119 123 
-Bromid . 12 61 89 
Jodid 1 16 30 
Nitrat. 119 138 145 
I eee! 8 52 68 
-‘Sulfat . . . ee 69 100 123 
ReMi e oR fy on. : 126 124 122 
a, ee 109 158 168 
-Tartrat. .. t aa ; 44 60 68 
EG Te: ob os a 156 165 165 
Chloride Na ....... 80 119 123 
K. Seti sds se 74 128 130 

Li 80 124 132 

NH. 81 119 126 

Ca SO 117 124 

Mg 79 120 125 








Aus diesen Zahlen geht zuniichst hervor, daB® die Porphyrin- 
fluorescenz stark abhingig ist von der Art und Konzentration 
der anwesenden Salze. Die Werte liegen teils héher, teils niedriger 
als der Wert des destillierten Wassers. Der EinfluB kann also 
ein iluorescenzsteigernder oder fluorescenzhemmender sein. 

Was den Einflu8 der Art der Ionen betrifft, so liegen die 
Verhaltnisse ziemlich kompliziert und sind ohne eingehendere 
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Versuche, die fiir uns zuniichst kein Interesse hatten und uns 
yom eigentlichen Ziel unserer Arbeit abgefiihrt hitten, nicht leicht 
zu diskutieren. Jedenfalls haben wir GesetzmiBigkeiten nach Art der 
lyotropen Reihen, denen man in der Kolloidchemie und Biologie 
auf Schritt und Tritt begegnet, hier bei der Porphyrinfluorescenz 
bisher nicht feststellen kénnen. Kine experimentelle Schwierigkeit 
besteht vor allem darin, da8 man genau dosierte Porphyrinmengen 
nur schwierig frei von Ionen, etwa in dialysiertem Zustand, zu- 
setzen kann. So kommen mit der Standardlésung Spuren von 
Cl- und H-Ionen als ,,Fremdkérper“ in das System. Die Reihen- 
folge der Ionen wechselt mit der Salzkonzentration, aber der 
Platzwechsel 1iBt keine Stetigkeit erkennen. Besonders hervorzu- 
heben ist noch, da8 Phosphat- und Citrationen, die bei den spiter 
folgenden vergleichenden p,,-Fluorescenzkurven in Form des 
Mac Ilvaineschen Puffers Anwendung finden, die Fluorescenz 
begiinstigen. 

Der Einflu8 der Konzentration der anwesenden Salze ist 
in diesen Versuchen ein logischer. Er liBt sich durch die Gesetz- 
miBigkeit ausdriicken, dab die Porphyrintfluorescenz innerhalb 
eines gewissen Bereichs mit steigender Salzkonzentration rasch 
abnimmt. In dem nicht mehr untersuchten Gebiet von m/20—m/oo 
scheint ein Optimum zu liegen. 

Die tieferen Ursachen der spezifischen Fluorescenzbeeinflussung 
diirften entweder in einer Beeinflussung der Loslichkeit bzw. des Dispersi- 
tiitsgrades des Porpbyrins zu suchen sein oder aber in einer Beeinflussung 
der intermolekularen Schwingungen, die man allgemein fiir das Zustande- 
kommen der Fluorescenz verantwortlich macht. Hier ergeben sich inter- 


essante Aufgaben fiir die theoretisch-physikalische Betrachtungsweise des 
Fluorescenzproblems. 

Fiir quantitative Porphyrinbestimmungen auf fluorometrischem Prinzip 
ergibt sich die Notwendigkeit, nur mit Systemen von konstanter und genau 
definierter Zusammensetzung zu arbeiten, wie das bei der Aufstellung unserer 
Py-Fluorescenzkurven geschehen ist. Aus diesen und anderen wichtigen 
Griinden halten wir die quantitative Porphyrinbestimmung im normalen 
Harn, wie sie von R. Fikentscher’) durchgefiihrt worden ist, fiir nicht 
gangbar. 

Es mag bei der Ubersicht iiber diese Versuche etwas einseitig er- 
scheinen, daB bei allen im folgenden angefiihrten Messungen stets der von 
Mac Ilvaine angegebene Zitronensiiure—Phosphatpufter zur Anwendung 
gelangte. Da es aber in unserer Absicht lag, die an einer méglichst groBen 
Anzahl von Porphyrinen erhaltenen Messungen miteinander vergleichen zu 
kénnen, muBte auf genaue, einheitliche und stets gleichartige Versuchs- 
bedingungen besonderer Wert gelegt werden. 


1) Biochem. Z. 249, 259 (1932). 
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C. Temperatur. In rein qualitativen Versuchen laBt sich 
erkennen, daB mit steigender Temperatur auch die Lichtemission 
zunimmt. Es steht dies im Kinklang mit den Beobachtungen bei 
der Fluorescenz anderer Kérper und mit den physikalischen 
Grundlagen der Fluorescenz. Da die Apparatur, die uns zur Ver- 
fiigung stand, nicht die Méglichkeit bot, definierte Temperatur- 
intervalle mit hinreichender Genauigkeit einzustellen, wurde die 


Methodik von vornherein auf konstante Temperatur — Zimmer- 
temperatur von 22° — festgelegt. Die Messung selbst dauert 


fiir die einzelnen Proben so kurze Zeit, daB eine nennenswerte 
Temperatursteigerung durch die Warmeausstrahlung der Lampe 
nicht eintritt. 


D. Léslichkeit. Die bedeutsamste Rolle bei der Darstellung 
der p,-Abhangigkeit der Fluorescenz spielt die Léslichkeit der 
Porphyrine, nicht nur im Gebiet des isoelektrischen Punktes, 
sondern im ganzen vom Puffer iiberspannten p,,-Bereich. Da 
mit wenigen Ausnahmen die Porphyrine in verdiinnt waBrigen 
Liésungsmitteln, die nicht (ausgesprochen) saurer oder alkalischer 
Natur sind, sehr schwer léslich sind, bietet diese Eigenschaft der 
Porphyrine bei den Fluorescenzmessungen eine gewisse Schwierig- 


Iso-Uroporphyrin II. 
3,8 mg in 100 cem. Davon 15 Tropfen auf je 30 ccm Puffer. 






































10 x log der relativen Lichtintensitit 
Py 1* 42° 9 Tage 35 Tage 182 Tage 
nach Herstellung der Lésung 
4,66 14,100 13,700 | 13,000 {| 12,800 | 12,700 
4,94 14,311 14,014 | 13,463 13,253 | 13,153 
5,14 14,891 14,703 | 14,461 13,769 | 13,341 
5,32 15,592 15,313 15,014 14,618 13,703 
5,50 16.404 | = 16,300 15,718 15,541 14,313 
5,69 17,583 | 17,163 16,541 | 16,427 15,300 
5,88 18,571 18,233 17,624 | 17,483 16,241 
6,02 19,711 19,311 18,477 18,400 17,233 
6,21 20,632 20,232 19,444 18,505 18,040 
6,38 21,326 20,926 20,109 | 18,895 18,311 
6,56 22,354 21,686 20,909 18,990 18,380 
6,71 23,654 22,508 21,615 | 19,042 18,380 
6,95 24.054 22,968 22.070 19,042 18,380 
7,17 24,270 23,144 22.074 19,042 18,380 
7,44 24,486 23,193 22.074 | 19,042 18,380 
7,68 24,626 23,193 22.074 19,042 18,380 
7,71 24,669 23,193 22,074 19,042 18,380 
7,95 24,669 23,193 22.074 19,042 18,380 
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keit. Keine der Pufferlésungen stellt nach Zugabe des Porphyrins 
eine reine Liésung des letzteren mehr dar; in jeder ist bereits 
kurze Zeit nach Zugabe des Farbstoffs ein Teil desselben in den 
kolloiden Zustand iibergegangen. Bei den meisten Proben ist dies 
bereits AuBerlich am Umschlag des rétlichen Farbtons nach gelb- 
lich zu erkennen. Nach mehreren Wochen, Tagen, in einigen 
wenigen Fallen sogar nach wenigen Stunden bereits ist der Farb- 
stoff in der Nahe des Fluorescenzminimums ausgetlockt. Am 
besten wird dieser Vorgang an vorstehenden Messungen illustriert. 

Bei dem relativ sehr leicht léslichen Iso-Uroporphyrin II — die 
Proben 4,66—7,95 fluorescieren noch nach zwei Jahren — ist 
dieses allmihliche Ausléschen der Lichtemission infolge Ausflockens 
des Farbstoffes durch eine lange Zeit hindurch zu verfolgen. Als 
Gegensatz hierzu sei angefiihrt, daB die Monocarbonsiuren teilweise 
schon nach etwa 24 Stunden quantitativ ausgeflockt sind. Diese 
Tatsachen lassen eigentlich die Reproduzierbarkeit der im folgen- 
den gebrachten Kurven ziemlich zweifelhaft erscheinen. Wird 
aber genauestens beachtet, daB die Zeit zwischen Herstellung der 
Farbstoff-Pufferlésung und Messung stets die gleiche bleibt, so 
lassen sich die Messungen beliebig oft und stets mit demselben 
Resultat wiederholen, wie aus den spiiter wiedergegebenen Doppel- 
messungen hervorgeht. Jedes unten angefiihrte Porphyrin wurde 
drei- bis viermal gemessen und die Differenzen zwischen den ein- 
zelnen Ergebnissen sind immer belanglos geblieben; sie schwanken 
zwischen 0,1—0,2 des 10fachen log-Wertes. 

In einer Reihe von Experimenten wurde versucht den kol- 
loiden Anteil des Farbstoffs zu erfassen. Die Ultrafiltration leferte 
keine befriedigenden Resultate. Denn abgesehen davon, daB bei 
der Ultrafiltration auch ein unkontrollierbarer Anteil der nicht- 
kolloiden Form durch Adsorption in Mitleidenschaft gezogen wird, 
scheint sich eine Art Gleichgewicht zwischen Kolloid und Nicht- 
kolloid sehr rasch wieder herzustellen. Die Proben, die kurz nach 
der Ultrafiltration zur vergleichenden Messung gelangen, zeigen 
héhere Fluorescenzintensitit als die unfiltrierten, da die gréber 
dispersen Teilchen, die das Austreten des gesamten emittierten 
Lichts durch Reflektion hemmen kiénnen, fehlen. Nach kurzem 
Stehen tritt die kolloide Form wieder in so groBer Menge auf, 
daB die relativen Lichtemissionswerte bedeutend sinken. Die 
Versuche verliefen zwar immer im gleichen Sinn, kénnen aber 
den Anspruch auf Reproduzierbarkeit nicht machen. Auch um- 
fangreiche nephelometrische Messungen im sichtbaren Licht zur 
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Erfassung der Triibungsanteile fiihrten nicht zum Ziel, da sie 
eine gleiche TeilchengréBe voraussetzen und diese Bedingung in 
unserem Fall nicht angenommen werden darf. 

AusschlieBlich auf die Léslichkeit jedes einzelnen Porphyrins 
fiihren wir auch die Lage der p,,-Fluorescenzkurven im Koordi- 
natensystem zuriick. Wenn im folgenden der FuSpunkt jeder 
Kurve mit 1 (log 0,000) angegeben wird, so besagt diese Angahe 
keineswegs, daB dieser Punkt ohne Fluorescenz zu sein braucht. 
Er ist lediglich von Fall zu Fall der Punkt mit geringster Licht- 
emission. Bei den Atioporphyrinen hért hier die Fluorescenz 
volistiindig auf; auch bei den Monocarbonsiuren ist der iso- 
elektrische Punkt, bzw. die Zone um diesen Punkt fast lichtlos. 
Die Dicarbonsiuren (Mesoporphyrin) zeigen im _isoelektrischen 
Gebiet eine wenn auch nur schwache Fluorescenz; ebenso die 
Koproporphyrine. Fast lichtlos sind im isoelektrischen Punkt 
das Uroporphyrin und Koproporphyrin Ul. Intensiv hingegen 
leuchten auch im isoelektrischen Punkt Hamatoporphyrin, Iso- 
Uroporphyrin I und Isouroporphyrin Il. Wie gesagt, machen 
wir nur die verschiedenen Lislichkeiten fiir diese Unterschiede 
verantwortlich. Es wurde jedoch nicht versiumt, im Rahmen der 
einzelnen Messungen mit Hilfe einer fluorescierenden Glasscheibe 
als konstantem Vergleichspunkt die Lage der Kurve im Koordi- 
natensystem fiir jedes Porphyrin festzustellen. Aus der folgenden 
Zusammenstellung sind die Logarithmen der FuBpunkte der ein- 
zelnen Kurven ersichtlich: 
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Ein Zusatz von organischen Solventien, wie Alkohol oder 
Pyridin, wiire freilich geeignet die Porphyrine vollstiindig und 
auch auf lingere Zeit in echte Liésung zu bringen. Nur wird 
durch einen derartigen Zusatz die Detinition der Wasserstoti- 
ionenkonzentration — also eines der beiden Hauptkriterien —, 
wie es durch Anwendung eines Puffers geschieht, sehr erschwert, 
wenn nicht ganz unméglich gemacht. Vor allem bewirkt der 
Zusatz bedeutender Mengen Alkohol, Aceton und iihnlicher Li- 
sungsmittel, wie sie zur Erzielung molekulardisperser Lésungen not- 
wendig gewesen wiire, auch eine Verschiebung der Dissoziations- 
verhiltnisse. Es sei erinnert an derartige Erscheinungen bei den 
Aminosiuren, bei denen durch Zusatz von hochprozentigem Alkohol 
die Dissoziation der Aminogruppen so weitgehend ausgeschaltet 
wird, daB Willstitter und Mitarbeiter bekanntlich darauf sogar 
eine Titrationsmethode der COOH-Gruppen griinden konnten. 
Ks wurden auch in dieser Richtung verschiedene Versuche aus- 
gefiihrt. Das Bild der Fluorescenzkurven iindert sich dabei voll- 
stiindig. Das Experimentieren in dieser Richtung wurde jedoch 
als fiir das Endziel ferner liegend wieder eingestellt. 


Die p,,-Fluorescenzkurven. Wie bereits oben erwihnt, besitzen 
die p,-Fluorescenzkurven der Porphyrine eine fiir jedes Por- 
phyrin eigentiimliche und bei Einhaltung bestimmter Kautelen 
stets und leicht reproduzierbare Form. Die Unterscheidungs- 
moglichkeit beschrinkt sich dabei nicht nur auf die Charakteri- 
sierung eines Kérpers als Uro-, Kopro-, Mesoporphyrin usw., 
sondern gestattet auch eine Differenzierung in den einzelnen I[so- 
merenreihen und die Identifizierung eines Farbstoffes als be- 
stimmtes Individuum. 


Aus der groBen Reihe der untersuchten Porphyrine bringen 
wir in dieser ersten Mitteilung zuniichst die hauptsiichlich von 
physiologischem Standpunkt aus interessierenden Porphyrine, 
nimlich die vier isomeren Koproporphyrine und die drei bis 
jetzt bekannten Uroporphyrine. Erst im Verlauf der spiiteren 
Mitteilungen unserer Versuchsergebnisse an den Atioporphyrinen, 
Monocarbonsauren, Dicarbonsiuren (Mesoporphyrin) und dem 
Himatoporphyrin kénnen wir dann auf Einzelheiten und auf eine 
Entwicklung der genetischen Zusammenhiinge eingehen. 

Die Koproporphyrine sind Tetracarbonsiuren, in denen 
4 Methylgruppen die 4 Pyrrolkerne des Porphins substituieren, 
wihrend die restierenden vier §-Stellungen durch Propionsiure- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVIII. 13 
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reste ersetzt sind. Die p,,-Fluorescenzkurven der 4 Kopro- { 
porphyrine sind typisch verschieden fiir jedes Isomere (vgl. Fig. 1, 
‘sowie folgende Tabellen). 

Es sei noch einmal darauf hingewiesen, da® der Punkt, der 
in der Kurve als FuBpunkt mit 1 bzw. log 1 = 0 angegeben wird, 
nicht absolut ohne Lichtemission zu sein braucht. Er ist nur 
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fuBpunkte wurden schon von Anfang an bei jeder Messung mit 
einer fluorescierenden Glasscheibe als konstantem Vergleichs- 
standard gemessen, um fiir spiiter siimtliche Porphyrine in ein 
System einreihen und auf gemeinsamer Basis diskutieren zu 
kénnen. Auf die Bedeutung dieser schon auf S. 192 erérterten : 
FuBpunkte werden wir im Verlauf der weiteren Mitteilungen noch- : 
mals zuriickkommen. Die KurvenfuSpunkte fiir die 4 isomeren 

Koproporphyrine legen bei: 
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Diese Zahlen sind relative Angaben iiber die Lage der 
p,-Fluorescenzkurven zueinander im Koordinatensystem. 
Aus Griinden der Raumersparnis wurden die Kurven der Kopro- 
porphyrine ineinander gezeichnet. 





























H,C S H,C ~ 
me \ f | 
S- CH, H,C- -8 
| | | 
| | 
H,C- 4s SL CH, 
il ee ale | 
SCH, SCH, 
Koproporphyrin I Koproporphyrin II 
10 x log der rela- | 10 x log der rela- 
PH tiven Lichtintensitit PH 'tiven Lichtintensitit 
1,97 14,446 2,15 8,239 
2,10 14,048 2,39 5,988 
2,32 | 12,800 2,62 | 5,135 
2,56 | 11,553 2,81 | 4,990 
2,78 | 10,000 2,99 | 4,727 
2,98 | 7,993 3,18 | 4,609 
3,17 | 3,560 3,28 | 4,412 
3,35 | 1,335 3,56 ! 2,327 
3,54 0,128 3,75 | 0,086 
3,74 | 0,000 3,92 | 0,043 
3,93 | 0,211 4,17 0,000 
4,13 | 0,453 4,31 | 0,000 
4,32 1,105 4,57 | 0,000 
4,52 2,648 4,77 0,043 
4,74 | 4,169 5,11 0,232 
5,31 | 6,482 5,33 7,161 
5,93 | 9,832 5,91 11,202 
6,50 | 12,608 6,51 16,711 
7,09 | 15,053 7,03 18,525 
7,64 | 16,158 7,73 21,398 
8,13 | 16,994 8,09 23,811 











Die Chlorhydrate der Koproporphyrine sind zum Teil sehr schwer 
léslich. Die Porphyrinester — eingewogen mit der Preglschen Mikro. 
wage — wurden deshalb durch mehrstiindiges Kochen mit 1—2 ccm n/5-KOH 





verseift und dann die Lésungen auf */;)999-Molaritiit aufgefiillt. Von dieser 
Lisung kamen je 10 Tropfen mit dem Stalagmometer auf 30 ccm Puffer. 


Von den isomeren Uroporphyrinen (Oktacarbonsiuren) sind 


bis jetzt 3 bekannt. Das natiirlich vorkommende Uroporphyrin I und 
13* 
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| Koproporphyrin UI, 
Schmelzp. 162—168 ° 





| 10 x log der rela- 














Koproporphyrin III, 


Schmelzp. 142—148° 





10x log der rela- 


























Pu tiven Lichtintensitiit PH tiven Lichtintensitiit 
2,13 14,484 2.04 14,377 
2,26 13,732 2,18 13,776 
2,46 12,550 2.41 12,291 
2,68 10,640 2.64 10,678 
2,90 8,350 2,82 8,668 
su | OU om 
3,2! 082 
3.53 1,903 3°44 2.203 
3,73 | 0,863 3,65 0,788 
3,97 | 0,211 3,87 0,269 
4,15 | 0,000 4,07 0,000 
4,35 | 0,366 4,26 0,413 
4,55 0,824 4,45 0,824 
4,79 1,319 4,66 | 1,367 
5,01 1,875 4,81 | 2,104 
5,59 4,082 5,62 | 4,698 
6.11 7,101 6.21 | 7,796 
6,60 9,395 6,76 | 10,086 
7,24 11,264 7,38 | 11,699 
7,80 12,227 7,90 | 12,605 
8.07 12'600 8,08 | 12,624 
H,C, S 
S- r 
| 
H,C- ICH, 
H.C IS 
Koproporphyrin IV 
| 10 x log der rela- | 10 x log der rela- 
PH 'tiven Lichtintensitit Pu tiven Lichtintensitiit 
1,98 | 15,683 3,99 | 0,000 
2,16 | 14,967 4,19 | 0,591 
2,38 | 13,324 4,41 | 1,105 
2,59 | 11,920 4,63 | 2,437 
2.81 | 9,101 4,83 | 5,993 
2,98 | 6,655 5,43 | 6,955 
, { ’ | 3% 
3.17 | 3.911 5,97 | 8,810 
3,39 1,616 6,61 | 11,017 
3,60 | 0,128 7,19 | 13,208 
3,79 | 0,000 7.99 14,313 
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das Isomere I sind durch Decarboxylierung auf Koproporphyrin I 
zurickzufiihren, das Isomere II auf Koproporphyrin II. Die Fub- 
punkte der p,,-Fluorescenzkurven der Uroporphyrine liegen bei: 


UroporphyrinI ....... 0,2 
Iso-UroporphyrinI...... 11,1 
Iso-UroporphyrinII ..... 14,0 


Die Kurven von Iso-Uroporphyrin I und II stehen neben der des Hi- 
matoporphyrins im Koordinatensystem an oberster Stelle. Da die Uber- 
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Fig. 2: 


sichtlichkeit des Kurvenbildes nicht gestért wird, sind die 3 Kurven in- 
einander gezeichnet (vgl. Fig. 2 sowie folgende Tabellen). 


Die Kurven der Koproporphyrine I, III und IV sind aus- 


gezeichnet durch den scharfen Wendepunkt, also das ausgeprigte 
Fluorescenzminimum. Die Kurveniste steigen beiderseitig steil 
an und zeigen im wesentlichen die Form zweier Dissoziations- 
kurven. Die Kurven der beiden Koproporphyrine III mit ver- 
schiedenem Schmelzpunkt sind untereinander nicht verschieden. 
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H,C,———_M 
~ CH; 
| Konstitution noch nicht sichergestellt. 
H,C -'M 
M———CH, 
Uroporphyrin I Iso-Uroporphyrin I 
10 x log der rela- 10 x log der rela- 
Pu tiven Lichtintensitiit PH tiven Lichtintensitiit 
2,24 5,999 2,06 8,881 
2,36 3,811 2,32 7,860 
2,55 | 0,824 2,56 6,989 
2,71 | 0,086 2,74 6,074 
2,96 | 0,000 2,96 4,941 
3,17 0,086 3,16 3,962 
3,33 | 0,827 3,36 2,903 
3,53 2,103 3,54 1,986 
3,77 | 9,910 3,75 1,072 
3,97 | 11,501 3,94 0,374 
4,20 | 13,010 4,15 0,000 
4,36 14,198 4,33 0,000 
4,58 15,491 4,54 0,086 
4,79 16,150 4,75 0,128 
5,56 18,525 5,35 2,504 
6,16 19,130 6,00 6,273 
6,65 19,924 6,35 8,915 
7,29 20,056 7,07 11,401 
7,90 | 20,12 7,63 | 11,899 
8,06 | 20,17 7,99 11,986 
H,C———_M 
H,C- -~M 
M- CH; 
M——CH, 
Iso-Uroporphyrin II 
| 10 x log der rela- 10 x log der rela- 

PH tiven Lichtintensitiit PH tiven Lichtintensitiit 
2,02 5,108 4,23 0,532 
2,16 4,723 4,41 0,211 
2,39 4,211 4,58 0,000 
2,59 8,943 4,82 | 0,306 
2,81 3,802 5,08 1,257 
3,00 3,298 5,61 3,577 
3,21 3,126 6,20 7,127 
3,39 2,693 6,78 9,357 
3,59 2,121 7,35 10,523 
3,81 1,629 7,93 10,972 
4,01 0,697 
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H. Fischer, Platz und Morgenroth!') haben beim Kopro- 
porphyrin I/J-Ester einen eigenartigen Fall von Isomerie beobachtet, 
derart, daB zwei Formen mit verschiedenem Schmelzpunkt aut- 
traten, ohne da8 an konstitutionelle Verschiedenheiten gedacht 
werden konnte. Die p,,-Fluorescenzkurven stimmen bei beiden 
Formen vollig iiberein, so daB auch aus diesem Grunde Isomerie, 
bedingt durch verschiedene Konstitution, ausgeschlossen erscheint. 

Wesentlich unterschieden davon ist die Kurve des Kopropor- 
phyrins II. Der kurze saure Ast ist geknickt, die Zone mit iuBerst 
geringer Lichtemission ist sehr breit, es folgt ein sehr steiler und 
hoher alkalischer Kurvenast. 

Dieser Knick im sauren Ast findet sich wieder — wenn 
auch viel schwicher — beim Iso-Uroporphyrin II, das im engsten 
genetischen Zusammenhang mit Koproporphyrin II steht. Im 
(tegensatz jedoch zum Koproporphyrin II fluoresciert auch der 
Punkt mit geringster Lichtemission bei Iso-Uroporphyrin I noch 
enorm stark; das Porphyrin ist im ganzen p,,-Bereich, der durch 
unsere Untersuchungen umspannt wird, leicht léslich; die Kurve 
selbst ist ziemlich flach. Ahnlich leicht léslich ist Iso-Uropor- 
phyrin I; die Kurvenformen der beiden Uroporphyrine unter- 
scheiden sich immerhin betriichtlich; besonders der saure Ast 
der Kurve des Iso-Uroporphyrins I ist wesentlich steiler als der 
des Isouroporphyrin I, verliuft auBerdem ohne Knick. Die Kurve 
des natiirlichen Uroporphyrins ist gekennzeichnet durch einen 
kurzen sehr steilen sauren Ast, einen scharf begrenzten Punkt des 
Fluorescenzminimums (im Gegensatz zum Koproporphyrin II) und 
einen steilen, enorm hohen alkalischen Ast. 

AnlaBlich der friiheren Untersuchung eines Falles von tieri- 
scher Ochronose (Osteohimochromatose)*?) wurde von uns fir das 
isolierte Porphyrin die p,,-Fluorescenzkurve als Identifizierungs- 
reaktion herangezogen. Die Kurven des isolierten Farbstoffes und 
die des Vergleichsporphyrins, des natiirlichen Uroporphyrins, er- 
gaben vollige Ubereinstimmung. Die beiden Fluorescenzkurven liefern 
einen so iiberzeugenden Beweis fiir die Identitiit der beiden Por- 
phyrine, wie dies bei anderen Reaktionen kaum besser der Fall 
sein kann. Dabei besitzt dieser Weg zur Charakterisierung eines 
Porphyrins neben der geringen Menge Substanz, die zur Aufstellung 
der p,,-Fluorescenzkurve benétigt wird, vor den meisten anderen 
Identifizierungsmethoden den Vorteil, da’ praktisch das gesamte 
Material wieder unverindert zuriickgewonnen werden kann. 


1) Diese Z. 182, 265 (1929). %) Diese Z. 202, 8 (1931). 
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Hierher gehéren auch die Untersuchungen, die noch Herr 
Dr. K. Weber an Koproporphyrin II], und zwar dem physiologi- 
schen Priparat Hymans van den Bergh ausgefiihrt hat. Das 
Priparat gelangte damals so, wie wir es von Geheimrat H. Fischer 
erhalten haben, zur Messung. Der Farbstoff war auf Grund von Ana- 
lyse, Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt einwandfrei als Kopro- 
porphyrin IIIf erkannt worden. Dagegen ergaben die p,,-Fluores- 
cenzkurven keine véllige Ubereinstimmung (vgl. folgende Tabellen). 


























Koproporphyrin III, Koproporphyrin III, 
synthetisches Priparat Hymans van den Bergh 
| 10 x log der rela- | 10x log der rela- 
PH itiven Lichtintensitiit PH tiven Lichtintensitiit 
2,0 13,7 2,03 15,3 
2,21 13,7 2,15 14,4 
2,40 11,3 2,42 12,4 
2 62 10,0 2.62 10,8 
2,82 8,2 2,82 9,3 
3,06 5,7 2,99 6,8 
3,26 3.3 8.99 | 4,3 
3,44 2.0 3,40 2.6 
3,64 0,8 3.63 0,8 
3,85 0,0 3.84 0,2 
4,05 0,0 4,04 0,1 
4,21 0,2 4.23 0,0 
4,42 1,3 4,46 0,8 
4,57 1,8 4,66 1,7 
4,80 1,6 4.86 21 
4,99 2.3 5,06 2,7 
5,21 2,7 9,25 3,1 
5,38 3,7 5,43 4,1 
5,59 4,9 5,64 5,2 
5,79 5,7 5,83 6,3 
5,94 6,8 6,04 7,4 
6,21 7,6 6,20 8,3 
6,47 8.5 6,36 9,0 
6,64 9,1 6,65 9,8 
6,81 9,4 6,84 10,5 
7,01 10,1 6,96 11,2 
7,22 10,6 7,18 11,7 
7,39 11,1 7,38 12,3 
7,56 11,2 7,59 12,9 
7,88 11,5 7,80 13,2 
7,97 11,7 7,99 13,5 
8,73 12,5 8,75 13,5 





Die Messungen wurden des 6éfteren wiederholt, mit offenen 
und verdeckten Proben des Porphyrins und von verschiedenen 
Beobachtern; die Differenzen im alkalischen Ast sind dabei jedesmal 
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aufgetreten. Es ist dies der einzige Fall wihrend unserer mehr- 
jahrigen Untersuchungen, bei dem eine Ubereinstimmung nicht 
gefunden werden honnte. Wir fiihren diese Unterschiede zuriick 
auf: Spuren fluorescenzbeeinflussender Substanz, deren Menge so 
gering sein kann, daB sie weder bei Analyse noch Schmelzpunkt- 
und Mischschmelzpunktsbestimmung in Erscheinung zu treten 
braucht, bei der Bestimmung der Fluorescenzintensitit aber als 
stérender Fehler zutage tritt. 

Diese Erklirung gewinnt an Wahrscheinlichkeit, wenn man 
bedenkt, daB kleine Mengen von Koproporphyrin [J-Ester sehr 
schwer aus Chloroform—Methylalkohol umzukrystallisieren sind 
wegen der relativ groBen Léslichkeit in Methylalkohol. Aus diesem 
Grunde konnten wir auch die geringen Mengen des Hymans 
yan den Bergh-Priparates, die uns zur Verfiigung standen, keiner 
weiteren Reinigung, die vielleicht zur vélligen Kongruenz der 
Kurven gefiihrt hitte, unterziehen. 

Zu diesem Abschnitt tiber die p,,-Fluorescenzkurve als Identi- 
fizierungsmethode fiir Porphyrine ist noch folgendes zu bemerken: 
die zuletzt angefiihrten Kurven (des Hymans van den Bergh- 
Priparates sowohl wie die der Ochronose) differieren, was die 
Hoéhe des Anstiegs anbetrifft, nicht unwesentlich von den zuerst 
auf S. 186 angegebenen. Wir verweisen in diesem Zusammenhang 
nochmals auf die Bedeutung der Farbstoffkonzentration fiir die 
Fluorescenzintensitaét; in dem Bestreben, vergleichbare Resultate 
fiir eine groBe Reihe von Porphyrinen zu erhalten, haben wir 
unsere Veruchsfiihrung von vornherein auf eine bestimmte Farb- 
stoffkonzentration festgelegt. Im Falle physiologischer Arbeiten 
aber, wo nur kleine und kleinste Ausbeuten zu erwarten und zu 
erhalten sind, wird man sich den jeweiligen Ausbeuten anpassen 
miissen; nur ist dafiir Sorge zu tragen, daB die Konzentration 
der Vergleichsporphyrine dieselbe ist. Auch eine Verringerung der 
Kurvenpunkte ist in solchen Fallen jederzeit zulissig, ohne daf 
die Genauigkeit der Methode erheblich leidet. 












Uber die Erhéhung 
der Reaktionsgeschwindigkeit tertidrer Sdiuren 
durch die Anwesenheit einer Carbonylgruppe in y-Stellung. 


Zugleich ein Beitrag zur Kenntnis des Cholesterins. 
Von 


Herbert Appel. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Laboratorium der Universitat Gdéttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1933.) 


Vor einigen Jahren haben Windaus und seine Mitarbeiter }) 
einen Abbau des Cholesterins (I) beschrieben, der durch die folgen- | 
den Formeln kurz wiedergegeben sei: 
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Die seinerzeit bevorzugte Formel des Cholesterinringsystems 
lie8 mehrere Méglichkeiten der Formulierung derSaurenC,,H,,0, (V) 
und C,,H,.O0, (VII) offen, und Windaus, Rosenbach und Rie- 
mann?) suchten zwischen diesen Méglichkeiten zu entscheiden 
‘aH, durch Messung der Verseifungsgeschwindigkeiten der Methylester 

der beiden Siiuren. Es zeigte sich, daB der Ester der Siure 
C,,H,,0, erheblich rascher verseift wurde als der der Siiure C, ,H,,0s, 
und Windaus, Rosenbach und Riemann schlossen daraus, dab 
die Carboxylgruppe in den beiden Saéuren an relativy verschiedenen 

Stellen stehen miisse. 
Die neue, in allen mafgebenden Punkten sicher richtige 
Formel des Cholesterins nach Rosenheim-King, Wieland-Dane 
erméglicht — wie die obigen Formelbilder zeigen — nur eine ein- 
zige Darstellung dieses Abbaus. Hier haben die Carboxylgruppen 
in den Sauren C,,H,,O, und C,,H,.O, gleichartige Stellung, und 
Hi, der Unterschied in den Verseifungsgeschwindigkeiten ist nicht 
ohne weiteres aus den Formeln ersichtlich. Ich habe daher auf 
Veranlassung von HerrnProf.Windaus die betreffenden Messungen 
wiederholt und ihre Ergebnisse bestitigt. Da an der Richtigkeit 
der gewahlten Formeln kein Zweifel bestehen kann, miissen die 
beiden Sauren bzw. ihre Ester andere charakteristische Unter- 
schiede zeigen. Die Saure C,,H,,O, enthilt die Carbonylgruppe 
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in y-Stellung zur Carboxylgruppe, die Saure C,,H,,O, in d-Stellung; 
ferner steht in der Sdure C,,H,,O0, die Carboxylgruppe an einem 
Fiinfring, in der Séure C,,H,,O, an einem Sechsring. Die Unter- 
suchung hat ergeben, daB die verhiltnisméBig groBe Verseifungs- 
geschwindigkeit des Esters der Siiure C,,H,,O, auf die Anwesen- 
heit einer Carbonylgruppe in y-Stellung zuriickzufihren ist. 

Auf eine solche Méglichkeit hatte uns Herr Prof. Wieland- 
Miinchen schon friiher hingewiesen. 

Zunichst wurden die Verseifungsgeschwindigkeiten der Ester 
der entsprechenden reduzierten Siuren gemessen. Die Saure 
C,,H,,O, [[Va, Va]*) und ihr Methylester waren bereits aus der 
Arbeit von Windaus, Rosenbach und Riemann (a. a. O.) be- 
kannt. Die Siure C,,H,,O, (VIIa) wurde ohne Schwierigkeiten durch 
Reduktion nach Clemmensen aus der Siure C,,H,,O, erhalten; 
der mit Diazomethan hergestellte Methylester war leider auch 
nach der Hochvakuumdestillation nicht zur Krystallisation zu 
bringen. Bei diesen von der Carbonylgruppe befreiten Estern war 
nun ein Unterschied in den Verseifungsgeschwindigkeiten nicht 
mehr zu bemerken (Tab. I; 1, 3); beide verhielten sich typisch 
wie Ester tertidrer Sauren. Damit ist die Unstimmigkeit zwischen 
den EKigenschaften der Séure C,,H,,O0, und der ihr zugeschriebenen 


Formel behoben. 
Tabelle I. 


Verseifungsgeschwindigkeiten der Methylester. 


Eine bestimmte Menge Ester wurde mit einem gemessenen Uberschu8 
n/1-methylalkoholischer Kalilauge 4 Stunden am Riickflubkiihler auf dem 
Wasserbad gekocht (Natronkalkrohr). Danach wurde durch Titration mit 
n/1-Salzsiiure die verbrauchte Menge Lauge ermittelt. (Phenolphthalein als 



































Indikator). 
x | Methylester | 1. | Verbrauchte cem | °/, Ester 
Nr. der Siuren g Linwage n/1-KOH verseift 
1 C,3H,.0, 0,5632 0,0 0 
2 C,;H,,03 0,5662 1,25 84 
3 C,,H,,0, 0,5550 0,0 0 
4 C,,H,.0; 0,4611 0,15 13 
5 Camphonansiure 0,3834 0,05 2 
6 Camphononsiure 0,5930 1,85 57 





Um festzustellen, ob diese Erscheinung der Erhéhung der 
Reaktionsgeschwindigkeit einer tertiiren Carboxylgruppe durch 





*) Fiir die freundliche Uberlassung mehrerer Gramm dieser Siure habe 
ich Herrn Dr. R. Tschesche zu danken. 
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eine y-stiindige Carbonylgruppe eine allgemeinere ist, wurden die Ver- 
seifungsgeschwindigkeiten des Camphononsiuremethylesters (VIII) 
und des entsprechenden Reduktionsproduktes, des Camphonan- 
siiuremethylesters (VIlla), gemessen. 


H, H, 
H,C Cc H,C C 
G UH, G OH, 
HOC | cH | 00(7] CH 
cE) CO (tatt O: H, \ o2_cocH, 
= VIIIa) Ue cae 
VII O Ix 


Der Camphononsiuremethylester war aus der Siure mittels 
Diazomethan unschwer erhiltlich. Die noch unbekannte Campho- 
nansiure wurde aus Camphononsiuresemikarbazon durch Reduktion 
mittels Natriummethylat nach Wolff-Kishner gewonnen, da die 
Methode von Clemmensen hier versagte; der Ester wurde eben- 
falls mittels Diazomethan hergestellt. 

Wie die Tab. I (5, 6) zeigt, verhalten sich diese beiden Ester 
gleichartig denen der Siuren C,,H,,0, und C,,H,,O,: Erstaunlich 
hohe Verseifungsgeschwindigkeit des Camphononsiiureesters, nor- 
male des Camphonansiureesters. 

Die Moglichkeit, daB die Ester der Siure C,,H,,0, und der 
Camphononsaure sich nicht von der normalen Formel (VIII), 
sondern von der eines Hydratlactons (LX) ableiten, wurde dadurch 
ausgeschaltet, daB es ohne Schwierigkeiten gelang, die Semikarbazone 
der beiden Ester in gut krystallisiertem Zustand zu erhalten. 

Es wurden weiterhin die Veresterungsgeschwindigkeiten aller 
dieser Séiuren mit Isobutylalkohol*) gemessen. 


Tabelle II. 


Veresterungsgeschwindigkeiten. 
Eine bestimmte Menge Séure wurde mit der dquimolekularen Menge Iso- 
butylalkohol 1 Stunde auf 155° erhitzt. Durch Titration mit n/10 Natron- 
lauge wurde die Menge unveresterter Siiure festgestellt. (Phenolphthalein 
als Indikator). 


























Nr Siure g Einwage V 1ONSOH. °/, verestert 
1 C,;H,,0, 0,4017 0,05 0,4 

2 C,3H,,03 0,4192 0,70 5,8 

3 C.,H,.0, 0,4208 0,0 0 

4 C,,H,,0, 0,4474 0,0 0 

5 Camphonansiure 0,3562 0,0 0 

6 Camphononsiure 0,4915 0,40 1,4 
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Man sieht, daB die Unterschiede der Reaktionsgeschwindig- 
keiten in der gleichen Richtung liegen; sie kommen jedoch in- 
folge der geringen absoluten GréSe nicht in der markanten Weise 
zum Ausdruck wie in Tab. I. 

Zusammenfassend lift sich sagen, daB die Reaktions- 
geschwindigkeit einer tertiiren Carboxylgruppe durch 
die Anwesenheit einer Carbonylgruppe iny-Stellung ganz 
erheblich gesteigert wird; eine qualitativ gleichartige Wirkung 
scheint eine Carbonylgruppe in 0-Stellung auszuiiben (Tab. I; 3, 4). 

Die Erscheinungen sind hier an tertiiren Siuren mit der 
Carboxylgruppe an einem Fiinfring beobachtet worden; es ist zu 
vermuten, daB man sie auch bei primiren und sekundiren Siuren, 
sowie bei Verbindungen mit offener Kette wiederfinden wird.*) 
Doch bedarf diese Ansicht noch der experimentellen Bestitigung. 

Herrn Prof. Dr. A. Windaus méchte ich fiir seine Anregungen 
und Unterstiitzung meinen besten Dank aussprechen. 


Versuchsteil. 

Der Abbau des Cholesterins zu den beiden Siuren C,,H,,0, 
und ©,,H.,0,, sowie die Darstellung der betreffenden Methylester 
erfolgte nach den Vorschriften von Windaus und Mitarbeitern.* ) 

Die Camphononsiure *) wurde aus d-Camphersiure iiber Brom- 
camphersiureanhydrid®), Camphansiiureamid®) und Oxycampher- 
aminsiure*) gewonnen. Sie zeigte den Schmelzp. 227°. 

Siure C,,H,,0,. 1,7 g der Siure C,,H,.O, (Schmelzp. 170°) 
wurden mit 17 g amalgamiertem Zink, 17 ccm Eisessig und ins- 
gesamt 55 ccm konzentrierter Salzsiure 91/, Stunden gekocht. 
Durch Ausiithern der Lésung erhielt man die Saure C,,H,,0,, 
die aus verdiinnter Essigsiure umkrystallisiert wurde. Ausbeute 
1,2 g. Schmelzp. 134—135°. 

ai® = + 1,24 - 2/0,0500 - 1 = + 49,6° (Chloroform). 

3,426 mg Subst.: 9,950 mg CO,, 3,430 mg H,O. 

Ber. C 79,24 4H 11,57 Gef. C 79,21  H 11,20. 

Methylester der Saéure C,,H,,O,. 1,05 g der Séure 
C,,H,,O, wurden mit atherischer Diazomethanlésung 3 Stunden 


23°~ 40 
bei Zimmertemperatur behandelt. Beim Aufarbeiten wurde ein 





*) Diese Auffassung wird gestiitzt durch die Feststellung von Olsson 
(Z. physik. Chem. 133, 242 (1928)]; vgl. dazu auch Kindler [A. 452, 105 
(1927)] und Skrabal [Z. Elektrochem. 33, 340 (1927)], daB die Konstante der 
alkalischen Verseifung beim Liivulinsiureiithylester etwa doppelt so groB ist 
als beim Valeriansiuremethylester. 
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gelbes Ol erhalten, das im Hochvakuum (0,3 mm; 150° Bad) destil- 
liert wurde. Versuche, das nunmehr farblose Ol zur Krystallisation 
zu bringen, waren erfolglos. 

3,230 mg Subst.: 9,530 mg CO,, 3,380 mg H,0O. 

Ber. C 79,48 H 11,68 Gef. C 80,47 H 11,71 

Semikarbazon des Methylesters der Siure C,,H,.0,. 
0,1 g des Methylesters der Siure C,,H,.O, wurden mit methyl- 
alkoholischer Semikarbazidacetatlésung 3 Tage bei Zimmertempe- 
ratur stehen gelassen; dann wurde durch Wasserzusatz das Semi- 
karbazon ausgefallt und aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert. 
Schéne Nadeln vom Schmelzp. 182,5°. 

4,428 mg Subst.: 0,378 cem N, (22°, 753 mm). 9,79 °/, N. — 8,780 mg Subst.: 
3,940 mg AgJ 5,93°/, OCH. 

Ber. N, 9,70 OCH, 7,16. 

Camphononsduremethylester. 1,8 g Camphononsiure (Schmelz- 
punkt 227°) wurden mit aitherischer Diazomethanlésung 2 Stunden 
bei Zimmertemperatur behandelt. Die itherische Lésung hinterlieB 
beim Verdampfen ein gelbes Ol, das im Hochvakuum (0,3 mm; 
125° Bad) destilliert wurde. Das farblose Ol krystallisierte beim 
Abkiihlen im Kialtegemisch. Der Ester wurde durch Ausfrieren 
aus konzentrierter methanolisch-waBriger Lésung umkrystallisiert. 
Schmelzp. 29,5—30°. 

3,395 mg Subst.: 8,080 mg CO,, 2,640 mg H,0. 

Ber. C 65,18 H 8,76 Gef. C 64,91 H 8,70. 

Semikarbazon des Camphononsiuremethylesters. 
Dieses Semikarbazon wurde in gleicher Weise wie das oben be- 
schriebene Semikarbazon hergestellt. Schmelzp. 220—221° 

4,463 mg Subst.: 0,666 cem N, (21°, 753 mm). 17,17°/, N. — 6,005 mg 
Subst.: 5,610 mg AgJ 15,53°/, OCHg. 

Ber. N, 17,54 OCH, 12,57. 

Semikarbazon der Camphononsdure.’) 2 g Camphonon- 
siure (Schmelzp. 227°) wurden mit methanolischer Semikarbazid- 
acetatlisung (aus 1,6 g Semikarbazidchlorhydrat und 1,6 g Kalium- 
acetat) 2 Stunden am RiickfluBkihler gekocht. Nach Zugabe von 
Wasser wurde unter vermindertem Druck eingeengt. Dabei krystalli- 
sierten 1,9 g Semikarbazon (Schmelzp. 225°) aus, die direkt weiter 
verarbeitet wurden. 

Camphonansaure. 2,2 g Camphononsiiuresemikarbazon wurden 
mit einer Lésung von 4,5 g Natrium in 40 ccm absolutem Alkohol 
8 Stunden im Bombenrohr auf 180° erhitzt. Der erkaltete Rohr- 
inhalt wurde in Wasser gelést. Beim Ansiuern mit konzentrierter 
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Salzsiiure fiel die Camphonansiure (0,95 g) aus. Durch Ausithern 
der Mutterlauge erhielt man noch 0,3 g etwas weniger reiner Siure. 
Nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol zeigte sie 
den Schmelzp. 190—191°, Camphonansiure ist leicht léslich in 
den gebriiuchlichen organischen Lisungsmitteln, fast unléslich in 


Wasser. 
a}> = + 0,31 + 2/0,0350 - 1 = + 17,1° (Benzol). 


3,134 mg Subst.: 7,950 mg CO,, 2,850 mg H,O. 
Ber. C 69,19 H 10,33 Gef. C 69,18  H 10,18 
Camphonansduremethylester. Der durch Behandeln der 
Camphonansiure mit Diazomethan erhaltene Methylester wurde 
durch Hochvakuumdestillation (85° Bad, 0,5 mm) gereinigt. Er 
krystallisierte beim Abkiihlen im Aceton-Kohlensiure-Gemisch 
und schmolz wieder bei — 6°. Er besitzt intensiven, campherihn- 
lichen Geruch. 
5,100 mg Subst.: 13,010 mg CO,, 4,830 mg H,0. 
Ber. C 70,55 H 10,66 Gef. C 69,57  H 10,60. 


Literatur. 
1. B. 41, 616 (1908); B. 42, 3771 (1909); B. 45, 1319 (1912). 
2. Diese Z. 180, 113 (1923). 
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5. Aschan, B. 2%, 3505 (1894). 
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Beitrag zur Milchséurebestimmung im Blut. 
Von 


Wolfgang Miiller-Parcham. 





(Aus der Direktorialabteilung und Universitatsklinik des Eppendorfer Krankenhauses.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. April 1933.) 


Fiir die Bestimmung der Milchsiure in kleinen Mengen kommen 
sowohl ma8analytische als auch colorimetrische Methoden in 
Betracht. Zur Trennung von anderen Stoffen verwandelt man die 
Milchsiure meist in Acetaldehyd, der vermége seiner Reaktions- 
fihigkeit eine gréBere Anzahl von Bestimmungsméglichkeiten zu- 
liBt. Beziiglich der colorimetrischen Methoden kann auf die 
Arbeiten von Mendel und Goldscheider’) und Fuchs?) ver- 
wiesen werden. Auf eigene Erfahrungen mit diesen Methoden 
kann in Hinblick auf den zur Verfiigung stehenden Raum nicht 
niher eingegangen werden. 

Hier hat sich die maBanalytische Milchsiurebestimmung besser 
als die kolorimetrische bewihrt. Es kam die Methode in An- 
wendung, die iiber Acetaldehyd jodometrisch verliuft. Da ein- 
gehende Vorversuche zu kleinen aber nicht unwesentlichen Ver- 
besserungen gefiihrt haben, sollen diese hier kurz mitgeteilt werden. 
Ks wurde im Speziellen von der Technik ausgegangen, welche 
kiirzlich von Lehnartz’) beschrieben wurde. 

Das Prinzip ist folgendes: Der iiberdestillierende Acetaldehyd wird 
in einem Uberschu8 von Kaliumbisulfit abgefangen, dann wird zuerst das 
freie Bisulfit mit Jod wegtitriert, das carbonylsulfonsaure Kalium mit Bi- 
carbonat gespalten und das in Freiheit gesetzte Bisulfit wieder jodometrisch 
bestimmt, wobei dann 1 Mol. Jod */, Mol. Acetaldehyd entspricht. 

Hier ist nun m. FE. eine Tatsache zu beachten, auf die in 
maBanalytischer Literatur (u. a. Kolthoff) hingewiesen wird, dab 
Bisulfit besonders unter EinfluB einiger katalytisch wirkender 
Salze der Luftoxydation derart zugiinglich ist, da® es sich direkt 
nur ungenau titrieren laBt. Inwieweit das bei dieser Methode 
etwa der Fall wire, sollte zunichst festgestellt werden. Die Er- 
gebnisse sind in Tab. 1 niedergelegt. 
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Tabelle 1. 
Priparat ecm n/1000 Jod 
1. 10 eem H,O + 2 cem KHSO, n/500 4,06 
2. desgl. +1g NaHCO, | 2,17! nach 3 Min. 
8. desgl. +1g NaHCO, | 1,65! nach 10 Min. 
4, desgl. +1g Na,HPO,] 3,66! sofort 
5 desgl. +1g Na,HPO,] 3,55! nach 5 Min. 























Die Abweichungen bei Nr. 1 schwankten auch bei lingerem Stehen 
nur innerhalb weniger Prozente. Durch den Zusatz des Spaltmittels ent- 
standen bei 3, 4, 5 auBerordentlich starke und unregelmiBige Abweichungen, 
die auch bei vielfachen Wiederholungen des Versuches und auch bei An- 
wendung von n/100 Jodlésung und n/100 Bisulfitl6sung immer wieder ver- 
schieden waren. Die Reagentien sind auf Verunreinigungen, insbesondere 
oxydierende Bestandteile nachgepriift worden, jedoch konnte hier kein Be- 
fund erhoben werden. 


Um festzustellen, wie die Verhiltnisse in Gegenwart von 
Aldehyd waren, wurden auch einige Aldehydbestimmungen nach 
dieser Methode vorgenommen. Frisch destillierter Acetaldehyd 
wurde mit redestilliertem Wasser auf 0,45 mg-°/, verdiinnt. Mit 
dieser Lésung wurden sofort und gleichzeitig die folgenden Ver- 
suche angesetzt, um bei Gehaltsverminderung durch Zersetzung 
oder Polymerisation wenigstens in sich iibereinstimmende Werte 
zu erhalten. Der Versuch verlief in der Weise, daB die jeweils 
abgemessene Aldehydmenge mit der angegebenen Bisulfitmenge 
versetzt und auf ein Volumen von 20 ccm gebracht wurde. Nach 
20 Minuten erfolgte die erste Titration, die den Bisulfitiiberschu8 
erfassen sollte. Dann wurde das Phosphat zugegeben und nach 


Tabelle 2. 














ecm n/1000 Jod 
Menge der Reagentien pti raion 
Gef. | Ber. 
re 4,05 | 
1. | 2cem Acetaldehyd 0,45 mg-°/, | 
+ 2ecem n/500 Bisulfit | 3,67 In. 20 Min. | 3,65 
+ 1gNa,HPO,....] 0,41 In. 3 Min. | 0,4 __ 
9, | 5eem Acetaidehyd 0,45 mg-°/, "Ve 7 
+ 2cem n/500 Bisulfit] 3,03 In. 20 Min. | 3,05 
+ 1g Na,HPO,....] 0,89 In. 3 Min. | 1,0_ 
3. 110 cem Acetaldehyd 0,45 mg-°/, nein | os te 
+ 2cem n/500 Bisulfit | 2,36 I n. 20 Min. | 2,05 
+ 1gNa,HPO, .. 1,47 ID n, 3 Min. | 2,0 
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3 Minuten das abgespaltene Bisulfit bestimmt. Das freie (Titr. I) 
und das gebundene (itr. I) Bisulfit sollten zusammen die gleiche 
Jodmenge verbrauchen. Dies war aber nicht der Fall, wie aus 
Tab. 2 ersichtlich. 

Es zeigte sich eine Parallele zu den Werten der vorigen 
Tabelle. Auch schien ein zu kleiner BisultfitiiberschuB (3, I) Fehler 
zu bedingen. 

Bei jodometrischen Sulfitbestimmungen wird wegen der Luft- 
oxydation des SO, in der mafanalytischen Literatur angegeben, 
das Sulfit einer bekannten Jodmenge zuzusetzen und aus dem 
zuriicktitrierten JodiiberschuB den Gehalt zu berechnen. Hier 
cab zwar die reine Bisulfitlbsung innerhalb der Versuchszeit noch 
keinen wesentlichen Abfall im Faktor. Der Abfall trat aber 
sofort ein, wenn Phosphat oder gar Bicarbonat zugegeben wurde. 

Es lag nahe, die Titration so zu aindern, daB das in Freiheit 
vesetzte Bisulfit nicht mehr der Luftoxydation zugiinglich war. 
Das lief sich erreichen, indem man das freie Bisulfit beseitigte, 
und dann vor Zusatz des Spaltmittels einen bekannten Uberschub 
Jod zugab und darauf mit Arsenit zuriicktitrierte. Die Differenz 
zwischen Jodiiberschu8 und verbrauchter Arsenitmenge wiirde 
dann dem Gehalt an gebundenem Bisulfit bzw. Acetaldehyd oder 
Milchsiiure entsprechen. Da aber beziiglich der Haltbarkeit der 
Aldehydlésung Bedenken bestanden, schien es zweckmiBiger zu 
sein, fiir diese Versuche von der Milchsiiure auszugehen. Dadurch 
muBte zwar auch noch die Destillation eingeschaltet werden, die 
ebenfalls neue Fehler verursachen konnte, aber man erwartete so 
eine gréBere Sicherheit. Als Urtiter diente eine Zinklactatlésung, 
deren Gehalt einer 3/,,.,-molaren Milchsiiure, also in der Grében- 
ordnung dem normalen "Blutmilchsiiuregehalt (etwa 10 mg-°/,), ent- 
sprach., 

Wenn man jeden Einzelversuch in die Abschnitte: Destillation, 
Bindung des Aldehydes an Bisulfit, Spaltung des gebundenen 
Bisulfits und Endbestimmung corlent, so waren dadurch eine 
Reihe yon Variationsméglichkeiten gegeben. Der besseren Uber- 
sicht wegen sollen die w esentlichen Gesamtergebnisse im folgenden 
in derselben Reihenfolge besprochen werden. 

Die Teile des Destillationsapparates, der mit senkrecht 
absteigendem Schlangenkiihler versehen war, waren durch Glas- 
schliff verbunden. Uber das Kiihlerende war ein gelochter Gummi- 
stopfen geschoben, der parallel zur Achse von einer feinen Kaniile 
durchbohrt war. Auf diesen Stopfen wurde ein passendes Jod- 
14° 
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zahl-Kélbchen mit soviel Bisulfit und Wasser aufgesteckt, daB das 
Kiihlerende eintauchen konnte. Das Kélbchen wurde eisgekihlt. 


Die Kaniile hatte den Zweck, den Druckausgleich zwar ZU er- | 
moglichen, gleichzeitig durch ihr enges Lumen eine Bremswirkung | 


bei Siedeverzug und SiedestoB zu erzielen, die sich dann nicht 
mehr in dem MaBe auf die Vorlage iibertragen konnten. AuBer- 
dem war so ein gewisser Schutz gegen iuSere Einfliisse geschaffen. 
Glasperlen konnten den Siedeverzug nicht geniigend beheben. 
Bimssteinstiickchen schienen bei diesen Materialmengen nicht ein- 
wandfrei. 

Da, wie auch Lehnartz angegeben hat, fiir die Spaltung 
der Milchsiure das MnO, in Frage kommt, Permanganat hingegen 
den Acetaldehyd angreift bzw. die Milchsiure zu anderen Produkten 
oxydiert, so schien die Bereitung einer permanganatfreien 
MnO,-Suspension die Grundbedingung fiir eine einwandfreie 
Destillation zu sein. Nach der Gleichung 3MnSO, + 2KMn0, 
+ 2H,O = 2H,SO, + K,SO, + 5 MnO, wurde ein Gemisch von 
je 2 Teilen n/100-Permanganat und 0,1°/,iger Lésung von krystalli- 
siertem Manganosulfat und 1 Teil 50°/,iger Schwefelsiiure als 
giinstige Konzentration festgestellt. So war ein kleiner Uberschub 
von Manganosulfat vorhanden. Hierbei war es notwendig, die 
Schwefelsiiure erst nach vollstiindiger Braunfirbung des Gemisches 
zuzusetzen, da sonst die Permanganatfarbe nicht mehr verschwand. 
Dies tritt auch bei griéBerer Konzentration der beiden Mangansalze 
ein. Bei langerem Stehen, z. B. iiber Nacht, war die iiber dem 
Niederschlag stehende Fliissigkeit in diesem Falle rosa. Auf Grund 
dieser Feststellungen schien es unsicherer, die Permanganatliésung 
auch in gréBerer Verdiinnung der sauren Milchsiurelésung zu- 
zusetzen, auch wenn sie sehr viel Manganosulfat enthilt. 

Die Konzentration der Schwefelsiure wurde so hoch 
gewiihlt, weil bei geringerer Konzentration die Destillation hiufig 
zu geringe Werte gab. Die Vorschrift, eine Braunsteinsuspension 
durch Reduktion alkalischer Permanganatlésung mittels Glucose 
herzustellen, hat sich hier nicht bewihrt, da das Destillat des 
Niederschlages auch nach sehr sorgfiltigem Auswaschen eine starke 
Rotfirbung mit Veratrol als Reagens gab. 

Da man den Inhalt des Destillierkolbens zum Zwecke der 
Luftverdringung vor Beginn der Reaktion erhitzt, so entstand 
hier die Frage, ob man bei dieser Anordnung liber in alkalischem 
oder saurem Medium erhitzen solle. Obwohl die Resultate in 
beiden Fallen bei Verwendung von Zinklactat keinen Unterschied 
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geigten, wurde dem Erhitzen in alkalischem Medium der Vorzug 
gegeben, um auf jeden Fall zu verhindern, daf etwas freie Milch- 
siure mit den Wasserdiimpfen verloren gehen kénne, und um etwa 
vorhandenes Lactid zu verseifen. So war die Neutralisation des 
Kupferkalkfiltrates ebenfalls iiberfliissig. Die nétige Siiurekonzen- 
tration wurde durch die Zugabe des Oxydationsmittels erreicht. 

Da bei den in der vorigen Tabelle angegebenen Resultaten 
offensichtlich auch die Bisulfitkonzentration mitgewirkt hatte, 
so wurden entsprechende Versuche unter diesem Gesichtspunkte 
wiederholt, wobei wieder nachgewiesen werden konnte, daf bei 
zu kleinem Bisulfitiiberschu8 die Bindung von Acetaldehyd zu 
langsam bzw. unvollstindig verlief. Der riickliufige Prozef konnte 
bei Wegnahme des Bisulfitiiberschusses in der Titrationszeit nicht 
festgestellt werden. Man kann vielleicht daran denken, dab fiir 
die Bindung der BisulfitiiberschuB im Sinne eines Puffers zur 
Aufrechterhaltung eines schwach sauren p,, notwendig ist. Gute 
Werte wurden mit dem zehnfachen tiberschuB von Bisulfit und 
bei einer Einwirkungsdauer von 2 Stunden erhalten. 

Einige Schwierigkeiten bot die Spaltung des carbonyl- 
sulfonsauren Kaliums und die dadurch gegebenen Bedingungen 
fir die Endbestimmung. Auf Grund der vorigen Erfahrungen 
wurde zuerst ein JodiiberschuB und dann das Spaltmittel zugegeben. 

Versuche, mit Schwefelsiiure in der Kiilte zu spalten, schlugen fehl. 
In der Wirme ging Jod verloren. Bei der Verwendung von Bicarbonat oder 
sekundirem Phosphat wurde bei lingerer Einwirkung (3—12 Stunden) Jodo- 
formgeruch und zu hoher Jodverbrauch gemessen. Bei zu kurzer Einwirkung 
(1—2 Minuten) war der Jodverbrauch zu niedrig. Dies brachte auf den 
Gedanken, die Spaltung im Sinne einer quantitativen Jodoformbildung durch 
starkes Alkali zu erzielen, wobei das Bisulfit in Sulfat, der Acetaldehyd in 
Jodoform iibergefiihrt werden sollte nach der Gleichung: 


H 
CH,C—SO,K + 7KOH + 4J, = K,SO, + HCOOK + HCJ,; + 5H,0 + 5KJ 
OH 


Mit dem héheren Jodverbrauch wire so eine héhere Empfindlichkeit ver- 
bunden. Es wurden aber keine guten Werte erzielt, sei es, da’ der Uber- 
schuB der Lauge nicht richtig dosiert war oder die Aldolkondensation die 
Jodoformbildung beeintriichtigte oder durch Jodatbildung das Formiat teil- 
weise oxydiert wurde. Die Bedingungen fiir gute Resultate hitten sich 
vielleicht durch Serienversuche mit abgestuften Puffern verschiedener Al- 
kalitit ermitteln lassen. Davon wurde aber vorliiufig Abstand genommen, 
weil die Sicherung einer wenn auch weniger empfindlichen Bestimmungs- 


methode im Vordergrund stand. 
Es wurden die Versuche mit Bicarbonat und Phosphat weiter 
fortgesetzt. Da bei einigen Versuchen die Riicktitration des Jod- 
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iiberschusses mit Arsenit im Bicarbonatmedium keine guten Er- 
gebnisse zeitigte, wurde jetzt der Versuch gemacht, das Reaktions- 
gemisch anzusiuern und dann mit Thiosulfat zuriick zu titrieren. 
Bei Verwendung von Bicarbonat wurden zu geringe Werte gefunden, 
die in der GréBenordnung aber einigermafen stimmten. Scheinbar 
ging durch das Aufbrausen des Kohlendioxydes beim Ansiuern 
zu viel Jod verloren. Dies schien seine Bestiitigung darin zu 
finden, daB bei Verwendung von Phosphat die Werte besser waren. 
Ks war, wie schon oben erwihnt, die Einwirkungszeit, die auch 
hier entscheidend war. Eine griéBere Anzahl von Versuchen zeigte, 
da8 eine Einwirkungszeit von etwa 15 Minuten bei Zimmertem- 
peratur (etwa 20°C) am giinstigsten war. Dabei war die Spaltung 
vollstiindig und noch keine Jodoformbildung festzustellen. 

Da bei der Riicktitration mit Thiosulfat das vorherige 
Ansiuern hiaufig iibersehen wurde, wodurch dann die Analyse 
verdorben war, das Arsenit aber gleichzeitig die Eigenschaft eines 
Urtiters hat, so wurden die Versuche mit Arsenit fortgesetzt. 
Die Arsenitlésung wurde nach der Vorschrift im ,,Kolthoff* be- 
reitet. Die Einstellung derselben, bezw. die Kinstellung der Jod- 
lésung wurde im Phosphatpufier (10°/, Natriumphosphatlésung) 
vorgenommen. Es erwies sich als notwendig, bei kleinen Mengen 
(2 ccm n/100-Lésung) etwas Jodkali zuzugeben, da sonst der Jod- 
faktor zu niedrig gefunden wurde. Bei der Bestimmung des 
Aldehydes wird zur Fortnahme des Bisulfitiiberschusses mit Jod 
schon soviel J’ erzeugt, da dann ein besonderer Jodkalizusatz 
nicht mehr notwendig ist. Beziiglich der Fehlergrenze bestand 
zwischen Arsenit und Thiosulfat kein Unterschied. Beim Arsenit 
muBte man gegen SchluB vorsichtiger titrieren, da die Jodstirke 
langsamer verschwand als im sauren Medium. Bei Bruchteilen 
von 1 ccm war bei zu raschem Titrieren der Fehler schon be- 
trichtlich. 

In einer gréSeren Versuchsreihe wurde als Fehlergrenze bei 
Verwendung von n/100-Lésungen und bei Anwendung reiner Re- 
agentien fiir Mengen von 0,2—0,5 mg Milchsiure ein Fehler von 
+ 2°/, gefunden. Bei Verwendung verdiinnterer Lisungen gilt 
diese Fehlergrenze auch fiir entsprechend kleinere Milchsiure- 
mengen. 

Als Standard wurde, wie schon oben erwihnt, krystallisiertes 
Zinklactat verwandt. 2,97 g wurden zu 1 Liter gelést. Eine Ver- 
diinnung von ?/,, entspricht einer 1/,,,,-molaren Milchsiure- 
lésung. Die Lésung wurde jedesmal fiir den Tag frisch bereitet. 
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Zur Titration wurden Standbiiretten mit besonders fein aus- 
gezogener Spitze und einem Fassungsvermégen von 3 ccm ver- 
wendet. 

Nachdem der Analysengang als solcher gesichert war, war 
noch die Vorbehandlung des Blutes zur Analyse in Angriff zu 
nehmen. Zur EnteiweiBung und Entzuckerung des Blutes gibt 
es eine Reihe von Verfahren, die mit Riicksicht auf einen be- 
stimmten Sonderzweck gewiihlt werden. Hier kam es darauf an, 
die Methode rasch und sauber zu gestalten und keine Stoffe in 
das Blutfiltrat hineinzubringen, die bei der Destillation oder Be- 
stimmung stéren konnten. Unter diesem Gesichtspunkte schien 
die EnteiweiBung mit frischer Metaphosphorsiure, wie sie auch 
von Mendel und Goldscheider (a.a.Q.) angegeben wird, sehr 
ceeignet zu sein. Fiir die Entzuckerung wurde die allgemein 
gebriiuchliche Kupferkalkfallung angewandt. 

Folgende Konzentrationsverhiltnisse haben sich als praktisch 
erwiesen: 1 Teil Blut wird mit 13 Teilen Wasser und 2 Teilen 
frisch bereiteter 5°/,iger Metaphosphorsiiure versetzt. Nach éfterem 
Umschiitteln wird nach 20 Minuten durch ein einfaches Filter 
(oder Filternutsche zur besseren Ausbeute) filtriert. Eine kleine 
Probe wird auf EiweiB gepriift. 

12 Teile des Filtrates werden mit 3 Teilen 5°/,iger Kupfer- 
sulfatlésung und einem Teil Calciumhydroxyd in Substanz ver- 
setzt und kriftig geschiittelt. Nach 30 Minuten wird zentrifugiert 
oder durch ein Glasfilter abgesaugt. Priifung auf Abwesenheit 
von Zucker mit «-Naphthol. 

Das Filtrat kann so zur Destillation genommen werden. 1 ccm 
Filtrat entspricht 0,05 ccm Blut. 


Vorschlag zur Milchsaurebestimmung in kurzer Darstellung. 


Reagentien. 


1. Metaphosphorsiiure (glasig). 
2. Kupfersulfatloésung 5°/). 
3. Calciumhydroxyd. 
4, Manganosulfatlésung 0,1 °/). 
5. Permanganatlésung n/100. 
6. Schwefelsiiure 50°/,. 
7. Jodlésung n/100. 
8. Arsenitlésung n/100. 
9. Stirke in konz. NaCl 0,1 cem als Indicator. 
10. Kaliumbisulfitlésung n/100. 
. Sek. Natriumphosphatlésung 10°/,. 
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I. Vorbehandlung des Blutes. 

a) 1 Teil Blut + 13 Teile Wasser + 2 Teile frisch bereiteter Meta- 
phosphorsidure (1:20) werden gemischt, 6fter geschiittelt und 
nach 20 Minuten durch ein einfaches Filter bzw. Filternutsche 
filtriert. 

Priifung auf Abwesenheit von Eiwei8 mit Sulfosalicylsdure. 

b) 12 Teile des Filtrates mit 3 Teilen 5°/,iger Kupfersulfatlésung 
und einem Teil Calciumhydroxyd 30 Minuten kraftig schiitteln 
und dann durch ein Glas filter absaugen oder zentrifugieren. 

Priifung auf Abwesenheit von Zucker mit a-Naphthol. 1 ecm 
Filtrat entspricht 0,05 cem Blut. 


II. Destillation. Das Filtrat oder ein gemessener Teil desselben 
wird in den Destillierkolben gegeben und zum Sieden erhitzt. Wenn die 
Apparatur bis zum Kiibleranfang hei ist, wird das Oxydationsgemisch zu- 
gegeben, bestehend aus: 

2 Teilen Manganosulfatlésung und 2 Teilen Permanganatlésung, die 
nach vollstindiger Braunfirbung vor dem Zugeben mit einem Teil Schwefel- 
siiure versetzt werden. Von diesem Gemisch gibt man soviel zu, bis der 
Inhalt des Destillierkolbens stark braun bleibt. 

Dauer der Destillation etwa 20—30 Minuten. 


Ill. Weitere Behandlung und Endbestimmung. Das Destillat 
wird in eisgekiihlter Vorlage in einem etwa zehnfachen Uberschu8 ein- 
gestellter Bisulfitlésung aufgefangen. Nach zweistiindigem Stehen wird der 
BisulfitiiberschuB mit Jod entfernt, wobei man bis zur Nahe des Umschlags- 
punktes mit Makrobiirette oder konzentrierter Jodlésung arbeiten kann. 
Der Umschlagspunkt mu8 mit Feinbiirette eingestellt werden. Dann wird 
ein gemessener Jodiiberschu8 zugesetzt, der der Differenz der Bisulfitstirke 
vor und nach der Destillation entspricht. Bis zu 50 Teilen dieser Lésung 
erhalten einen Zusatz von 10 Teilen Phosphatlésung. 

Nach '/, stiindigem Stehen wird mit Arsenit der JodiiberschuB zuriick- 
titriert. Die Differenz ergibt den Jodverbrauch fiir das abgespaltene Bisulfit. 

1 ecem n/100-Jod entspricht 0,45 mg Milchsiure. 


Anmerkung. Bei Mengen unter 0,2 mg mu8 wegen der Titrierfehler- 
gréBe mit der Konzentration der Normallésungen heruntergegangen werden. 
Zur Vereinfachung der Berechnung kann man Lésungen mit dem Faktor 
1,11 herstellen. 

z. B. Je 200 cem der Arsenit- und Jodlésung werden auf 900 ccm ver- 
diinnt. Dann entspricht 1 cem dieser Lisung 0,1 mg Milchsiure. 


Berechnung. 


2000 x gefundene Milchsiiuremenge in mg 
ccm angewandten Filtrates 





= Milchsiuregehalt in mg-°/, 


Beispiel: Von einer der Armvene entnommenen hinreichen- 
den Blutmenge wurden 5 ccm abpipettiert und sofort mit der 
abgemessenen Wassermenge (in diesem Falle 65 ccm) verdiinnt. 
Sodann erfolgte die EnteiweiSung und Entzuckerung. 50 ccm des 
Blutfiltrates (= 2,5 com Blut) wurden nach Vorschrift destilliert 
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und weiterbehandelt. Die Vorlage enthielt 10 ccm etwa n/100- 
Bisulfit und 30 ccm Wasser. 

Bei der Titration des Bisulfitiiberschusses ergab sich ein 
Verbrauch von 7,8 ccm Jod. Es wurden noch 2 ccm Jod hinzu- 
sesetzt und dann mit Arsenit zuriicktitriert. Der Verbrauch von 
Arsenit betrug 1,43 ccm. Es wurde also fiir das gebundene Bi- 
sulfit 0,57 com Jod nach der Spaltung verbraucht. Das entspricht 
einer Milchsiuremenge von 0,2565 mg. 


0,2565 m 2000 ) 
a = ce 10,26 mg-°/, Blutmilchsaiuregehalt. 





Zusammenfassung. 
Es wird auf einige Verbesserungen in der mabanalytischen 
Methode der Milchsiurebestimmung hingewiesen. 
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Untersuchungen iiber die Lipoide der Saugetierleber. 
V. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Natur des sogenannten Unverseifbaren 
der Saugetierleber. 


Von 


Ernst Friinkel und Godo Léhr. 





(Aus der Medizinischen Universitaétsklinik Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juni 1933.) 


Die von Thannhauser und Fromm!) im Jahre 1929 be- 
gonnene Untersuchung des Unverseifbaren der Schweineleber ging 
von der Arbeitshypothese aus, dai im Unverseifbaren der Leber, 
dem wichtigsten Organ des intermediiren Stoffwechsels, Kérper 
aufzufinden sein kénnten, die einen Kinblick in den bisher véllig 
undurchsichtigen Auf- und Abbau der Sterine zu geben vermégen. 
Diese Arbeitshypothese hat sich insofern als fruchtbar erwiesen, 
als wir in dieser Mitteilung zum erstenmal iiber das Vorkommen 
einer dligen sterinaihnlichen, nicht mit Digitonin faillbaren Fraktion 
des Unverseifbaren berichten kénnen. Aus dem cholesterinfreien 
Unverseifbaren der Schweineleber laBt sich nach der noch zu 
beschreibenden Methode ein hellgelbes Ol isolieren. Dieses schwach 
sauer reagierende Ol gibt schon in geringer Menge die Lieber- 
mann-Burchardtsche und Salkowskische Reaktion, ist aber 
nicht mit Digitonin fallbar. Um eines der aus dem Organismus 
bisher bekannten Sterine handelt es sich nicht. Wir destillierten 
die Substanz wiederholt im Hochvakuum bei verhiltnismaBig 
niedriger Temperatur, ohne daf sie sich zersetzte. Ob es sich 
trotz des engen Siedeintervalls um einen einheitlichen Kérper 
oder ein Gemisch verschiedener Stoffe handelt, vermégen wir 
noch nicht zu sagen. Wir geben in dieser Mitteilung von der 
noch nicht abgeschlossenen Untersuchung aus dem Grunde 
Kenntnis, weil wir unsere Arbeit aus Suferen Griinden nicht ge- 
meinsam fortsetzen kénnen. 


1) Diese Z. 187, 173 (1930). 
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Bei der Isolierung des Ols leistete uns das von Schén- 
heimer und Breusch?) vor kurzem zur Darstellung wasser- 
léslicher Cholesterinester benutzte n-Butan-tetra-carbonsiure- 
anhydrid gute Dienste. Das Unverseifbare der Schweineleber 
14Bt sich mit dem Dianhydrid der Butan-tetra-carbonsiure nahezu 
vollig verestern und der Ester als Natriumsalz in wiBrige Liésung 
bringen. Athert man die schwach alkalische Lisung des ver- 
esterten Unverseifbaren aus, so erhiilt man aus dem Ather ein 
goldgelbes Ol, das, wie schon erwaihnt, zum grdBten Teil un- 
zersetzt destillierbar ist. 

Die Tatsache, daB das Unverseifbare fast véllig als Natrium- 
salz des Butan-tetra-carbonsiureesters in wiBrige Lésung ge- 
bracht werden kann, zeigt, daB es sich bei den im Unverseif- 
baren vergesellschafteten Stoffen gréftenteils um Kérper alkoho- 
lischen Charakters handeln diirfte. 

Ein im Unverseifbaren vorkommender, von allen Unter- 
suchern bisher iibersehener Alkohol ist das Sphingosin. Die Leber 
enthilt etwa 0,02°/, Lignocerylsphingosin*) und schatzungsweise 
0,03 °/, Polydiaminophosphatid. Der Anteil an Sphingosin be- 
trigt im Lignocerylsphingosin etwa 46°/,, im Polydiamino- 
phosphatid etwa 40°/,. Aus 100 kg Leber wire also eine Aus- 
beute von 0,02 kg Sphingosin, aus den vorgenannten Kérpern 
stammend, zu erwarten. Bei einer Ausbeute an cholesterinfreiem 
Unverseifbaren von 0,1°/, (berechnet auf das Feuchtgewicht der 
Leber) liBt sich der Gehalt des unverseifbaren Ols an Sphingosin 
auf etwa 20°/, berechnen. Wegen der Anwesenheit des Sphingo- 
sins reagiert auch die alkoholische Liésung des Unverseifbaren 
alkalisch; das Sphingosin kann mit alkoholischer Schwefelsiure 
als Sulfat ausgefallt werden. Werden die Organextrakte nur der 
alkalischen Verseifung unterzogen, so kann man auch Ceramide 
(Fettsiiure—Sphingosinkomplexe), wie das von uns aus dem Un- 
verseifbaren isolierte Lignocerylsphingosin, abtrennen. Dieser 
Befund ist erst kirzlich von Freitag und Smith’) bestitigt 
worden, die nach uns neuerlich iiber das Unverseifbare der Leber 
zu arbeiten begannen. 

Bei der sauren Verseifung der Leberextrakte wird die amid- 
artige Bindung zwischen Fettsiure und Sphingosin gesprengt, 
und man erhilt, wenn man die saure Hydrolysenfliissigkeit, nach- 


1) Diese Z. 211, 19 (1932). 
*) Diese Z. 203, 183 (1931). 
*) J. of biol. Chem. 100, Nr. 1, 309 (1933). 








930 Ernst Frinkel und Godo Lohr, 


dem man sie alkalisch gemacht hat, ausithert, im Unverseifbaren 
ausschlieBlich freies Sphingosin. Bei der in dieser Arbeit gehand- 
habten Darstellungsweise ist zu Beginn der Aufarbeitung der 
Extrakte vor der Verseifung die Hauptmenge der Ceramide und 
des in der III. Mitteilung’) iiber die Lipoide der Saugetierleber 
beschriebenen Polydiaminophosphatids abgetrennt worden, so daB 
im Unverseifbaren nur ganz geringe Mengen an Sphingosin zu 
finden sind. Die Frage nach dem Ursprung des Lignoceryl- 
sphingosins kann nach den Untersuchungen des einen von uns 
mit F. Bielschowsky heute dahingehend beantwortet werden, 
daB dieser Kérper sowohl als praformiertes Ceramid als auch als 
Spaltstiick des in der Leber vorkommenden Polydiaminophos- 
phatids im Unverseifbaren aufzufinden ist. Ob noch andere 
Muttersubstanzen, insbesondere Kerasin, in nennenswerter Menge 
in der gesunden Leber vorkommen, mu noch entschieden werden. 

Wir versuchten, ohne mit dem Dianhydrid der Butan-tetra- 
carbonsiure zu verestern, das steriniihnliche Ol direkt aus dem 
Unverseifbaren zu gewinnen, indem wir seine Eigenschaft, in 
wiBrigem Alkohol unléslich zu sein, zur Abtrennung benutzten. 
Auf diese Weise konnten wir zwar eine in 80°/,igem Alkohol 
unlésliche, braun gefarbte, élige Fraktion aus dem Unverseif- 
baren isolieren. Das so gewonnene Ol] enthilt aber im Gegen- 
satz zu der mit der Veresterungsmethode gewonnenen éligen Sub- 
stanz so viel zersetzliche Beimengungen, daB eine Destillation 
unméglich war. Zur Darstellung der sterinihnlichen Fraktion 
empfiehlt sich daher nur die vorher beschriebene Veresterung 
des Unverseifbaren mit dem Anhydrid der Butan-tetra-carbon- 
siure. Hingegen fiihrte die Fraktionierung des Unverseifbaren 
mit wiSrigem Alkohol nach Abtrennung des in 80°/,igem Alkohol 
unléslichen Ols zu einem neuen, im experimentellen Teil be- 
schriebenen, N-haltigen, neutralen, gesiittigten K6érper, bei dem 
es sich nach den Verbrennungszahlen um eine dem Sphingosin 
nahestehende Substanz handelt. Sphingosin schmilzt jedoch um 
etwa 15° niedriger. Mit der Aufklirung der chemischen Natur 
dieser neuen, aus dem Unverseifbaren isolierten Substanz sind 
wir beschaftigt. 

Versuchsteil. 


Die Aufarbeitung der Leber geschah nach der in unserer 
II. Mitteilung auf 8.60 und 61 beschriebenen Weise. Der yon 


1) Diese Z. 218, 1 (1933). 
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Ceramiden und Diaminophosphatid befreite ‘therische Extrakt 
der Leber wurde im Kohlensiurestrom eingeengt und nach der 
schon friiher angegebenen Methodik unter SauerstoffausschluB ver- 
seift. Nach der Verseifung des Leberéls mit methylalkoholischer 
Natronlauge wurde der itherische Extrakt des Unverseifbaren, 
der aus den im Vakuum getrockneten Seifen erhalten war, mit 
10°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure verseift. Die saure 
Verseifungsfliissigkeit wurde nach dem Verdiinnen mit Wasser 
ausgeaithert. Der iitherische Extrakt wurde gewaschen und mit 
Natriumsulfat getrocknet. Erst danach wurde die Verseifung mit 
Natriumithylat ausgefiihrt. Das Athylatverseifungsgemisch wurde 
mit wenig Wasser und einer Auflésung von NaHCO, in H,O 
versetzt und im Vakuum bei gelinder Temperatur getrocknet. 
Die trockenen Seifen wurden pulverisiert, mit wasserfreiem 
Natriumsulfat vermengt und ebenfalls in dem in der IV. Mit- 
teilung beschriebenen Extraktionsapparat unter Luft- und Licht- 
ausschluB mit Ather erschépfend extrahiert. Aus dem eingeengten 
‘itherischen Extrakt schied sich schon ein groBer Teil des Chole- 
sterins ab, die weitere Abtrennung geschah durch Aufnehmen 
des Unverseifbaren in Petrolither und spiter in Methylalkohol, 
da das Cholesterin in beiden Lésungsmitteln schwerer léslich ist. 
Auf diese Weise erhielt man schlieBlich ein rotbraunes Ol, dessen 
letzter Cholesteringehalt mit Digitonin entfernt wurde. 


Veresterung mit dem Dianhydrid der n-Butan-1,2,3,4-tetra- 
carbonsdure. Um die Kérper mit alkoholischen Gruppen von den 
Kohlenwasserstoffen im Unverseifbaren zu trennen, verwandten 
wir nach der Vorschrift von Schénheimer und Breusch’) das 
Dianhydrid der Butan-tetra-carbonsiiure. 5 g Unverseifbares 
wurden mit 2g Dianhydrid unter Durchleiten von N in 15 ccm 
trockenem Pyridin 2 Stunden lang am Riickflu8kiihler gekocht. 
Die dabei entstehende dunkelbraune Fliissigkeit wurde mit wenig 
NaOH in viel Wasser bis zur schwach alkalischen Reaktion ver- 
setzt, bis eine klare, kolloidale, rotbraune Lésung entstand. Diese 
Lésung wurde alsdann mit Ather, der sich nur schwach gelblich 
firbte, einige Male ausgeschiittelt. Der Ather wurde hierauf 
angesiiuert und danach mit reinem Wasser wiederholt gewaschen. 
Nach dem Verdampfen des Athers gewannen wir ein goldgelbes 
Ol; es wurde im Hochvakuum destilliert, wobei ein geringer Rest 
nicht destillierbar war. Die aus 2 Ansiitzen vereinigten Destillate 





1 a. a. O. 
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wurden nochmals destilliert (Siedep. 152—158°, p = 0,03 mm), 
Das endgiiltige Destillat reagierte schwach sauer, gab schon in 
geringer Menge eine Liebermann-Burchardtsche und Sal- 
kowskische Reaktion, war aber nicht mit Digitonin fillbar. Es 
lést sich nur schwer in Methylalkohol und waBrigem Alkohol. 
Das Ol war N-frei. 
3,07, 3,042 mg Subst.: 9,06, 8,99 mg CO,, 3,37, 3,35 mg H,0O. 
Gef. C 80,49, 80,60°/, H 12,28, 12,32). 
Angew. Subst. 0,150 mg, Campher 1,825, 9,09 Mol.-Gew. 365 
» 0,207 mg, = 2,218, 9,8° vs 381. 
Bestimmung der Jodzahl nach Rosemund und Kuhnhenn: 
Angew. Subst. 18,5, Verbr. n/10-Na,S,0, 1,536 cem J.-Z. 107,3 
9 10,8, - = 0,856 ccm »  100,6. 


(Wir messen diesen Analysen noch keine endgiiltige Bedeutung bei.) 


Fraktionierung des Unverseifbaren durch waBrigen Alkohol. Kin 
Teil des Unverseifbaren wurde in etwa der 50fachen Menge 
absoluten Alkohols gelést und Wasser bis zur schwachen Triibung 
zugegeben (Alkoholgehalt etwa 80°/,). Beim Abkiihlen schied 
sich ein rotbraunes Ol ab, das im Scheidetrichter abgetrennt 
wurde. Die restliche alkoholische Liésung wurde sodann noch- 
mals in der Siedehitze mit Wasser versetzt, so daB sie schlieBlich 
einen Alkoholgehalt von etwa 50—60 °/, hatte. Aus dieser Lisung 
schied sich beim Abkiihlen alsbald am Boden des GefiBes ein 
flockiger, schwach gelblicher Niederschlag ab, der abzentrifugiert 
wurde. Die wachsartige Masse liste sich schwer in Ather und 
Petrolither, leichter in Alkohol und Aceton, woraus man sie in 
Nadeln erhielt. Der abzentrifugierte Kérper wurde wiederholt in 
Petrolither gewaschen, bis er schneeweiB war. Schmelzp. 96—97°. 
Die Substanz reagiert im Gegensatz zum Sphingosin neutral, libt 
sich nicht als Sulfat aus ihrer alkoholischen Lisung ausfillen 
und addiert kein Brom. 


5,29 mg Subst.: 14,03 mg CO,, 5,83 mg H,O. — 2,706 mg Subst.: 
0,115 eem N (21°, 756 mm). 
Gef. C 


72,33°/, H 12,339, N 4,90°%, 
(Sphingosin 72,27 ,, 12,46 » 4,68). 























Uber das Fett und das Phosphatid der Diphtheriebakterien.’) 
Von 
Erwin Chargaff. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1933.) 


Allgemeiner Teil. 


In einer fritheren Mitteilung*) wurde iiber die Isolierung 
yon Lipoiden aus Diphtheriebakterien berichtet und die Methoden 
zur Trennung dieser Substanzen in die beiden Hauptfraktionen: 
das acetonlésliche Fett und das in Aceton unlésliche Phosphatid 
beschrieben. Im Gegensatz zu den iiberaus fettreichen siurefesten 
Bakterien (Tuberkelbazillen usw.) enthalten die Diphtheriebakterien 
nur relativ geringe Mengen von in organischen Lésungsmitteln 
léslichen Kérpern, niimlich etwa 4°/, Fett und 0,4°/, Phosphatid. 
Daneben sind in sehr geringer Menge noch zwei andere Substanzen 
vorhanden: eine in Aceton schwer ldésliche phosphorfreie Fett- 
fraktion und ein in Alkohol-Ather unlisliches, in Chloroform lis- 
liches Wachs. Uber die Wirkungsweise all dieser verschiedenen 
Verbindungen im Organismus kann man sich noch keine bestimmten 
Vorstellungen machen, auch nicht ob und inwieweit sie an Immu- 
nitiitserscheinungen Anteil haben.*) Jedenfalls aber ist es fiir ein 
besseres Verstiindnis des Wirkungsmechanismus von Bakterien 
unbedingt erforderlich, die chemische Zusammensetzung ihrer 
Aufbaustoffe kennen zu lernen. 

Die beiden Fraktionen (Fett, Phosphatid) wurden aus den 
Bakterien, fiir deren Uberlassung wir der Leitung der I. G.-Farben- 
industrie A.-G., Abt. Behring-Werke Marburg (Lahn) zu danken 


') 5. Mitteilung zur Chemie der Bakterien. — 4. Mitteilung vgl. Diese Z. 
217, 115 (1933). 

*) E. Chargaff, Diese Z. 201, 191 (1931). 

*) H. G. Wells, Die chemischen Anschauungen iiber Immunitiits- 
vorgiinge, 2. Aufl., Jena 1932, S. 42 ff. — Vgl. dazu auch E. Chargaff, 
Ber. chem. Ges. 65, 745 und zwar 746 f. (1932). 
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haben, durch Extraktion mittels Alkohol-Ather (1:1) gewonnen. 
Die Trennung der beiden Substanzen beruhte auf der vélligen 
Unléslichkeit des Phosphatids in Aceton. Vom Fett standen ins- 
gesamt etwa 25 g zur Verfiigung, die, aus zwei verschiedenen 
Bakterienchargen stammend, in 2 Teilen verarbeitet wurden. Die 
in beiden Fallen erhaltenen Ergebnisse stimmten fast vollig 
iiberein. Die Untersuchung des Phosphatids war durch die geringe 
verfiigbare Menge erschwert: Es konnte nur 1 g des Priparates 
verarbeitet werden. 

Das Fett ist, wie sich bei der alkalischen Hydrolyse zeigte, 
offenbar kein Glycerid. Auch die meisten anderen bis jetzt unter- 
suchten Bakterienfette, wie z. B. die Fette der Tuberkelbazil- 
len*) usw., sind nur zum geringsten Teil Glycerinverbindungen; die 
Hauptmenge bilden esterartige Verbindungen von Fettsiuren mit 
Polysacchariden. Das Fett der Diphtheriebakterien hatte die 
Verseifungszahl 176, und die sehr hohe Siéurezahl 126, demnach 
die Esterzahl 50, d. h. es enthielt eine groBe Menge freier Fett- 
siuren und nur eine geringe Menge Neutralfett. Da die Auf- 
arbeitung der Bakterien unter sehr schonenden Bedingungen und 
bei niedriger Temperatur erfolgt war, muB die eingetretene Fett- 
spaltung auf die enzymatische Aktivitit der wachsenden Mikro- 
organismen selbst zuriickgefiihrt werden. 

Infolge der geringen Menge des vorhandenen Neutralfettes 
wurden bei der Verseifung nur wenig wasserlésliche Substanzen 
erhalten. Um entscheiden zu kénnen, ob Glycerin oder Polysac- 
charide oder beide nebeneinander vorlagen, wurde in Anlehnung 
an eine Arbeit von A. A.Shukoff und P. J. Schestakoff 5) eine 
Methode zur Trennung von Glycerin und Zuckern ausgearbeitet, 
die, wie Modellversuche zeigten, die Trennung von Glycerin und 
Glucose mit fiir priparative Zwecke hinreichender Genauigkeit 
gestattete. Sie besteht darin, dab das Glycerin-Zuckergemenge mit 
einer groBen Menge scharf getrockneten Bariumsulfats vermengt 
und im Soxhlet-Apparat mit véllig trockenem Aceton extrahiert 
wird, wobei die Kohlehydrate gréStenteils ungelést bleiben. Im 
vorliegenden Falle nun wurden weder unlisliche Kohlehydrate 
noch Glycerin aufgefunden, sondern ein in Aceton léslicher fester 
amorpher Kérper, von dem kein Benzolderivat erhalten werden 
konnte. Ob die Fettsiiuren mit dieser Substanz, die 1,9°/, des 


*) R. J. Anderson und E. Chargaff, J. of biol. Chem. 84, 703 (1929). 
5) Z. angew. Chem. 18, 294 (1905). 
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nnen, Fettes ausmacht, verestert sind, muf noch offen gelassen werden. 
ligen Offenbar jedoch ist das Fett kein echtes Glycerid. 
ins- Die unverseifbaren Bestandteile des Fettes enthalten 
enen stark ungesiittigte Substanzen; die Jodzahl war 140. Sterine 
Die waren nicht nachweisbar. Dieser Befund steht in Kinklang mit 
dllig | friheren Beobachtungen von 8S. Tamura®) und H. vy. Behring’) 
inge und erweitert den Kreis von Bakterien, in deren Fetten Sterine 
‘ates sonst ein fast allgemeiner Bestandteil natiirlicher Fette, nicht 
enthalten sind. Die unverseifbaren Anteile haben eine intensiv 
igte, rotbraune Farbe. Im Hinblick auf die Befunde von F. M. Stone 
iter- und C. B. Coulter), die das Vorkommen von Lycopin in Diph- 
azil- theriebakterien beobachteten, wurde unsere Substanz einer chro- 
die matographischen Analyse unterworfen. Herr Prof. R. Kuhn (Heidel- 
mit | berg) hatte die Freundlichkeit, die einzelnen Priaparate spektro- 
die | skopisch zu untersuchen. Es lieBen sich jedoch in keinem Falle 
ach } deutliche Absorptionsbanden feststellen. 
ett- Die Trennung der Fettsiiuren in feste und fliissige Sauren 
wuf- erfolgte nach der Bleisalz-Alkoholmethode von KE. Twitchell”, 
ind | und zwar entweder vor der Fraktionierung der Siiuren im Hoch- 
ett- vakuum, wobei dann die festen und filiissigen Saiuren getrennt 
ro- destilliert wurden, oder nach der Destillation, wobei die einzelnen 
Fraktionen in feste und fliissige Siituren zerlegt wurden. Wenn es 
tes sich um die Isolierung von in kleinen Mengen vorliegenden Ver- 
Ze1) bindungen handelt, ist der zweite Weg vorzuziehen.’°) Die Ab- 
ac- scheidung der einzelnen Fraktionen erfolgte durch Destillation 
ing der Methylester der Fettsituren in einem Vakuum von 0,01 bis 
ine | 0,001 mm Hg. 
et, | Von festen gesiittigten Fettsiiuren enthalt das Fett aus- 
nd | schlieBlich Palmitinsiure C,,H,,0,, die etwa '/, der gesamten 
eit Fettsiiuren ausmacht. 
ut Den Hauptbestandteil der fliissigen ungesittigten Siiuren 
et bildete eine Siure, deren Methylester Siedep.oo, 110° hatte. Die 
rt Siiure selbst ergab bei der Titration auf die Formel C,,H,,0, 
m stimmende Werte, sie lagerte die einer Doppelbindung entsprechende 
te Jodmenge an und lieferte bei der katalytischen Hydrierung reine 
i. - na 
mn jj 5) Diese Z. 89, 289 (1914). 


’) Diese Z. 192, 112 (1930). 


es 
*) J. gen. Physiol. 15, 629 (1932). 
*) J. of Ind. Eng. Chem. 13, 806 (1921). 
4). 1) Vel. A. Griin, Analyse der Fette und Wachse, Bd. I, Berlin 1925, 


S. 229. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXVI1I. 15 
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Palmitinsiure. Damit war das Vorliegen einer unverzweigten Kohlen- 
stoffkette bereits bewiesen. Vorsichtige Oxydation der Siure mittels 
KMn0, in alkalischer Lésung fiihrte zu ciner Dioxypalmitinsiure 
C,,H,,0, vom Schmelzp. 130° (korr.). Da dieser Schmelzpunkt 
héher lag als der héchste der in der Literatur beschriebenen 
Dioxypalmitinsiiuren, wurde zur Aufkliirung der Konstitution der 
Verbindung ihre oxydative Spaltung an der Doppelbindung nach 
K.F. Armstrong und T. P. Hilditch"’) mittels KMnO, in Aceton- 
lésung durchgefihrt. Als Spaltprodukte wurden erhalten: Azelain- 
siure C,H,,0, (Ausbeute 65°/, d. Th.) und Oenanthsiiure C,H, ,O, 
(Ausbeute 68°/, d. Th.). Die ungesittigte Siure ist demnach die 
Hexadecen(9)-siure (1): CH,-(CH,),. CH=CH.(CH,),.COOH. 

Kine Fettsiiure von dieser Konstitution wurde in wenigen 
Fallen als Bestandteil natiirlicher Fette aufgefunden und als 
Zoomarinsiure }*), Palmitoleinsiure (vielleicht auch als Physetélsiure) 
beschrieben (vgl. a. a.O. FuBnote 10, 8. 17). Die Lage der Doppel- 
bindung wurde durch T. P. Hilditsch und N. L. Vidyarthi?’) 
ermittelt. Allerdings finden wir fiir unsere Dioxysiiure einen 
Schmelzp. 130° (korr.) gegeniiber 125° fiir die friiher beschriebene 
entsprechende Dioxysiure [vgl. z. 5. Bull!*)]. Was das Vorkommen 
der Palmitoleinsiure als hauptsiichliche ungesittigte Fettsiure 
(etwa 18°/, der gesamten Fettsiiuren) im Fett der Diphtherie- 
bakterien merkwiirdig erscheinen lift, das ist die Tatsache, dab 
diese Verbindung bis jetzt ausschlieBlich in einigen Fischfetten 
und T'ranen beobachtet wurde, in Pilanzen aber iiberhaupt nicht, 
also fiir Meerestiere geradezu spezifisch erschien. 

Neben der Palmitoleinsiiure tritt in ganz geringer Menge (etwa 
1°/, der Fettséiuren) eine ungesiittigte Siiure von niedrigerem 
Molekulargewicht, anscheinend C,,H,,0,, auf. 

Die Untersuchung der héheren Siurefraktionen gestaltete 
sich recht schwierig, da im Fett der Diphtheriebazillen eine 
ganze Reihe hochmolekularer ungesiittigter Siuren vorzukommen 
scheint. Wir haben zahlreiche Fraktionen isoliert, deren Trennung 
auf Grund ihrer Siedepunkte und der verschiedenen Léslichkeit 
ihrer Kalium- und Bleisalze erfolete. Die meisten Fraktionen 
diirften noch Homologengemenge darstellen, zu deren vollstiindiger 
Trennung bedeutend gréBere Materialmengen notwendig sind, als 





11) J. Soc. Chem. Ind. 44 T, 43, 180 (1925), 

12) H. Bull, Ber. chem. Ges. 39, 3570 (1906); Y. Toyama, Chem. Z. 
1927, I 1331, II 2744. 

13) J. Soe. Chem. Ind. 46 T, 172 (1927). 
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len- f uns bisher zur Verfiigung standen. Bei der gewichtsmiBig an 
tels erster Stelle stehenden Verbindung ist die Reinigung bereits weit- 
ure ~  gehend gegliickt. Es ist dies eine hochmolekulare, schwach rechts- 
nkt |  drehende Siure vom [«]j* = + 2,6°. Molekulargewichtsbestimmung 
nen f und Titration ergaben ein Molekulargewicht von etwa 520. Der 
der Siedepunkt der Verbindung, die mehrfach im Hochvakuum destil- 
ach liert wurde, liegt sehr hoch: Siedep.oo3 260% Die Verbindung 
on- stellt bei Zimmertemperatur eine weiche Masse vom Schmelzp. 35 
Lin- his 36° dar; ihr Kaliumsalz ist in Ather léslich, Die Siure, fiir 
9, welche der Name Diphtherinsiure vorgeschlagen sei, lagert die 
die einer Doppelbindung entsprechende Jodmenne an. Durch Be- 
handlung mit Wasserstoff und Platinoxyd**) wird die Doppelbindung 
sen | elatt hydriert. Die bisher erhaltenen Resultate stimmen am besten 
als | mit einer Formel C,,H,,O, iiberein. Ks ist jedoch vorliufig nicht 
ire) auszuschlieBen, daB der Siure eine um ein C-Atom reichere oder 
el- | iirmere oder eine cyclische Formel nach Art der Chaulmoograsiiure 
1%) |  gukommt. Es spricht viel dafiir, daB die anderen in kleiner Menge 
en |  anwesenden ungesiittigten hochmolekularen Fettsiiuren ebenso wie 
ne | die Diphtherinsiiure keine normale Kohlenstoffkette enthalten. 
en Das Phosphatid, von dem nur 1 g untersucht werden konnte, 
ire zerfiel bei der Hydrolyse mit verdiinnter Siiure in Aldohexosen, 
ie- Fettsiuren und eine hochmolekulare Verbindung, deren splirliche 
ab Léslichkeit in heiBem Alkohol und in Ather schon wiihrend der 
en Hydrolyse auffiel, Ob in der wasserlislichen Fraktion auch eine 
ht, organische, mit Platinchlorwasserstoffsiure fiillbare Base enthalten 
ist, ist noch nicht eindeutig festgelegt. In alkoholischer Lisung 
va | wurde durch H,PtCl, eine sehr geringe Menge feiner gelblicher 
mi | Plittchen gefillt. 
| Von festen Fettsiuren enthielt das Phosphatid ausschlieflich 
te Palmitinsiure C,,H,,0,. Das Gemisch der fliissigen Siuren, 
ne die in Alkohol lésliche Bleisalze lieferten, hatte die Jodzahl 92,6, 
on was in Anbetracht des hohen Aquivalentgewichtes der Siiuren 
1g von 471 auf die Anwesenheit von héher ungesiittigten Siuren 
it schlieBen liBt. 
1 In gréBerer Menge als die Palmitinsiure tritt im Phosphatid 
arf eine ebenfalls in Alkohol unlésliche Bleisalze liefernde hoch- 
Is siedende Substanz auf: Siedep.ooo5, etwa 220°, Schmelzp. 70—71°. 


Die wahrscheinlichste Bruttoformel dieser Verbindung, fiir die der 


7. Name Corynin vorgeschlagen sei, ist C,,H,,.O,. Sie hat Siure- 





4) V. Voorhees u. R. Adams, J. Amer. Chem. Soc. 44, 1397 (1922). 
15* 
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charakter und liefert Salze, von denen das Kaliumsalz in viel 
Ather léslich ist. Von den 4 Sauerstoffatomen diirften zwei als 
COOH-Gruppe, die beiden anderen als 2 OH-Gruppen vorliegen, 
Die Bestimmung des aktiven Wasserstoffs nach Zerewitinoff 

ergab das Vorliegen von drei aktiven Wasserstoffatomen. Durch 
iene von Kssigsiiureanhydrid auf den hier beschriebenen 
Kérper w unde eine schon krystallisierte Acetylverbindung erhalten, 
von der jedoch noch nicht entschieden werden konnte, ob sie ein 
Acetylderivat der hochmolekularen Verbindung selbst oder eines 
Abbauproduktes derselben darstellt. 


Der Ella Sachs Plotz Foundation und der Oster- 
reichisch-Deutschen Wissenschaftshilfe sei fiir die Unter- 
stiitzung der vorliegenden Arbeit der ergebenste Dank aus- 
gesprochen. 

Experimenteller Teil. 
1, Untersuchung des Fettes. 

a) Verseifung des Fettes. Das Fett (vgl. a.a.O. Fub- 
note 2, 8. 196f.) bildete eine gelbbraune feste Masse. Es enthielt 
0,7°/, Stickstoff und hatte die Verseifungszahl 176,5, die Siiure- 
zahl 126,38 und die Jodzahl 61,5. (Priip. I.) (Kin anderes, auf 
dem gleichen Wege aus einer anderen Bakterienlieferung her- 
gestelltes Priiparat IL hatte die Verseifungszahl 161,6 und die 
Jodzahl 53,5.) Zur Verseifung!) wurden 11,06 g des Fettes fiint 
Stunden am fiickfluBkiihler mit 180 ccm 5°/,iger alkoholischer 
KOH gekocht. Hierauf wurden 85 cem Alkohol abdestilliert, die 
Seifenlésung mit 500 ccm Wasser verdiinnt und dreimal mit zu- 
sammen 450 ccm Ather ausgeschiittelt. Die rotgefirbte iitherische 
Liésung lieferte nach Waschen und T'rocknen iiber Na,SO, die 
unverseifbaren Bestandteile: 1,22 g (1,10°/, des Fettes). Die 
Seifenlisung wurde mit H,SO, angesiiuert und dreimal mit viel 
Ather extrahiert, Die Atherlésung wurde gewaschen, getrocknet 
und konzentriert. Sie enthielt die Fettsiuren, 9,15 g (82,7°/, 
des Fettes) einer weichen braunen Masse. Die nach Extraktion 
der Fettsiiuren aus der angesiiuerten Seifenlésung hinterbleibende 
wiBrige Loésung enthielt die wasserlislichen Bestandteile 
des Fettes. Da die Méglichkeit bestand, daB in ihnen neben- 
einander Kohlehydrate und Glycerin enthalten waren, wurde in 


°) Alle Versuche wurden in N,-Atmosphiire durchgefiihrt. 
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einem Modellversuch untersucht, ob unter gewissen Umstiinden 
eine einfache Trennung dieser Substanzen herbeigefiihrt werden 
| kann. (Vgl. nachsten Abschnitt.) 

Bei der auf gleiche Weise erfolgten Aufarbeitung von Pri- 
parat IT wurden aus 14,0 g Fett 2,02 ¢ (14,4°/, des Fettes) un- 
verseifbare Bestandteile und 11,61 ¢ (82,9°/, des Fettes) Fett- 
siiuren erhalten. 

b) Trennung von Glycerin und Glucose. Glycerin und Glucose 
wurden in verschiedenen Gewichtsverhiiltnissen vermischt und mit der 6- 
bis 10fachen Menge Bariumsulfat, das lingere Zeit bei 150° und _ hierauf 
im Vakuum tiber P,O; getrocknet worden war, innig vermengt. Das Ge- 

















menge wurde 2'/,—3 Stunden im ausschlieBlich mit Glasschliffen versehenen 
Soxhlet-Apparat mit vdéllig trockenem und iiber KMnO, destilliertem 
Aceton extrahiert, hierauf das Aceton verdampft und das den Riickstand 
hildende Glycerin zuerst bei 60° im Trockenschrank und dann im eyaku- 
ierten Exsiccator iiber P,O,; getrocknet. Dem in der Extraktionshiilse be- 
findlichen Riickstand wurde der Zucker durch Wasser entzogen und seine 
Menge polarimetrisch oder durch Bestimmung der Reduktionswirkung er- 
mittelt. Die hier wiedergegebenen Bedingungen haben sich unter ver- 
schiedenen untersuchten Variationen am besten bewiihrt. Die Trennung 
ist keinesfalls quantitativ. Wenn die angewandte Glycerinmenge die der 
Glucose iibertraf, so wurden je nach den Gewichtsverhiltnissen 92—98°/, 
der beiden Komponenten wiedergewonnen. Im Falle des Uberwiegens der 
Glucose wurden etwa 90°/, derselben zuriickerhalten, der Rest war in 
die Glycerinfraktion tibergegangen, die iibrigens in allen Fiillen etwas 
Zucker gelést enthielt. 


Beispiel: 1. Es wurden angewandt: 2,7656 g Glycerin, 0,8184 g 


Glucose, 20 g BaSO,, 100 cem Aceton. Wiedergewonnen: 2,5455 g Glycerin 
(= 92,0°/,.), 0,7783 g Glucose (= 95,1°/,). — 2. Es wurden angewandt: 


2,2101 g Glycerin, 5,0809 g Glucose, 20 g BaSO,, 100 ccm Aceton. Wieder- 
sewonnen: 2,2680 g Glycerin (= 102,6°/,), 4,7659 g Glucose (= 93,8°/,). 


ec) Untersuchung der wasserléslichen Bestandteile. Die 
wiBrige Lésung wurde mittels Ba(OH), in Wasser neutralisiert, vom BaSO, 
filtriert, das Filtrat unter vermindertem Druck auf ein kleines Volumen 
eingeengt, nochmals neutralisiert und bis zur Trockne konzentriert. Die 
zuriickbleibende feuchte Salzmasse wurde im Vakuum iiber P,O, getrocknet, 
mit viel scharf getrocknetem BaSO, verrieben und 3 Stunden im Soxhlet- 
Apparat mit trockenem Aceton extrahiert. Nach Verdampfen des Acetons 
und Trocknen des Riickstandes iiber P,O, wurden 210 mg (1,9°/, des Fettes) 
einer rotbraunen, festen, glasartigen Substanz erhalten. Es gelang nicht, 
durch Einwirkung von Benzoylchlorid in Pyridinlésung'*’) zu einem festen 
Benzoylderivat dieses Kérpers zu gelangen. 

Der in der Extraktionshiilse verbliebene Riickstand wurde in viel 
Wasser aufgenommen, filtriert, mit Bleiacetat versetzt und nach Entfernung 
des entstandenen Niederschlages im Vakuum auf ein kleines Volumen kon- 


16) A. Einhorn u. F. Hollandt, Liebigs Ann. 301, 95 (1898). 
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zentriert. Mit einer Lésung von basischem Bleiacetat und wenig Ammoniak 
wurde eine Fallung erzeugt, aus der nach Waschen, Zerlegung mit H,S 
und Konzentration im Vakuum 34 mg einer gelblichen, halbfesten Substanz 
erhalten wurden. Die Gewinnung dieses Kérpers entsprach der Methode, 
wie sie zur Reinigung des Polysaccharides der Tuberkelbakterien angewandt 
wurde.'’) Jedoch gab die Substanz nur schwache Molisch-Reaktion und 
reduzierte Fehlingsche Lésung auch nicht nach Erhitzen mit verdiinnten 
Siuren. 


d) Untersuchung der unverseifbaren Bestandteile. Die un- 
verseifbaren Bestandteile bildeten eine dunkel rotbraun gefiirbte, weiche 
Masse, die keine Sterinreaktionen gab und hoch ungesittigte Verbindungen 
enthielt. . 


Jodzahl: 9,581 mg Subst. verbrauchten 2,112 cem 0,05 n-Na,S,0,. 
Jodzahl Gef. 139,9. 


Um eventuell vorhandene carotinoide Farbstoffe nachzuweisen, wurden 
1195 mg der Substanz zwischen Benzin (Siedep. T70—80° und 90°/,igem 
Methanol verteilt.'*) Die dunkel rotbraun gefirbte Benzinphase wurde ge- 
waschen, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Die konz. 
Lésung wurde durch eine Adsorptionskolonne filtriert, die mit durch Faser- 
tonerde aktiviertem Aluminiumoxyd gefiillt war (4 Teile Al,O,, 1 Teil Faser- 
tonerde). Das Chromatogramm ergab (von oben nach unten): I. Diffuse 
braune Schicht; II. scharfer rostbrauner Streifen; III. scharfer violetter 
Streifen; IV. scharfer roter Streifen. II, III und IV wurden mittels 
1°/, Alkohol enthaltenden Benzins eluiert. Die im Institut von Prof. 
R. Kuhn (Heidelberg) vorgenommene spektroskopische Untersuchung ergab 
bei keinem der 3 Priparate deutliche Banden, sondern nur in allen Fiillen eine 
mit der Konzentration wechselnde diffuse Endabsorption von etwa 450 uu an. 


e) Trennung der Fettsiuren. Die Fettsiuren (Priparat 1) 
hatten die Jodzahl 53,3. 


18,995 mg Subst. verbrauchten 1,596 ccm 0,05 n-Na,S8,0 . 
Jodzahl Gef. 53,3. 


9,1 g der Séuren wurden in 70 ccm heifem Alkohol gelést 
und in der Siedehitze mit einer gleichfalls kochenden Lésung 
von 6 g Bleiacetat in 100 ccm Alkohol versetzt. Nach 24 Stunden 
wurden die auskrystallisierten Bleisalze abgesaugt, oftmals mit 
Alkohol gewaschen und aus 100 ccm Alkohol umgelést, wobei 
sich jedoch nicht alles klar léste. Nach langerer Aufbewahrung 
im Kisschrank wurden die abgeschiedenen Salze abgesaugt, ge- 
waschen und mit verdiinnter HNO, und Ather zerlegt. Die auf 
diese Weise erhaltenen festen Sauren wogen 5,87 g (53,1°/, 
des Fettes, 64,5°/, der Fettsiiuren). Sie hatten noch die ver- 





7) E. Chargaff u. R. J. Anderson, Diese Z. 191, 172 (1930). 
18) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 
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konzentriert, die Siiuren mit sehr 


verdiinnter HNO, 
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was auf die Anwesenheit von 
ungesittigten Siiuren, die in Alkohol unlésliche Bleisalze lieferten, 
schlieBen lieb. 


19,145 mg Subst. verbrauchten 0,984 cem 0,05 n-Na,S,Q3. 
Jodzahl Gef. 32,6. 


Die alkoholischen Mutterlaugen wurden vereinigt, 


im Vakuum 
in Freiheit 


cesetzt und in Ather aufgenommen. Die fliissigen e ettsiuren 


hildeten ein braunes Ol vom Gewicht 3,11 g (28,1°/, 


34,2°/, der Fettsiiuren) und der Jodzahl 85,0. 


= 10 


20,703 mg Subst. verbrauchten 2,772 cem 0,05 n-Na,S,O,. 
Gef. 85,0. 


dD, 85 g 


vefihrt end 2mal im Hochvakuum destilliert (Tab. 1). 
Tabelle 1. 


Jodzahl 


des Fettes, 


der festen Siuren wurden in 6,06 g Methylester iiber- 





Fraktionierung der Methylester der festen Siiuren des Fettes. 











Fraktion Temperatur Siedeintervalle mm Hg Gewic ht 
des Luftbades in g 
1 140—150 112—120 0,01 2,54 
2 160—240 130—150 0,02 0,29 
3 250—260 180—190 0,02 2,30 
4 Riickstand oe — 0,90 











Zur Destillation wurde eine ganz aus Glas bestehende Appa- 
ratur verwendet, die bis auf wenige Abiinderungen mit der friiher 
beschriebenen Anordnung?) iibereinstimmte. 

Die Fraktionen 1 und 2 wurden vereint nochmals destilliert 
und lieferten 2,58 g eines farblosen, krystallinisch erstarrenden 
Oles: Siedep.,,, 112—116° (Fraktion 1). Zum Riickstand wurde 
Fraktion 3 hinzugefiigt und weiterdestilliert: 2,10 g eines gelben, 
schnell erstarrenden Oles vom Siedep.,,, 185—190° (Fraktion 2). 

Die Verseifung der Fraktion 1 fiihrte zu 2,43 ¢ einer festen 
Substanz. Diese wurde 3mal aus Methanol und 1 mal aus Aceton 
umkrystallisiert und ergab 1,47 g Palmitinsdiure, C,,H,,0,, 
weiBe, glinzende Schuppen vom Schmelzp. 63—64° (korr.), der 
durch Beimischung reiner Palmitinsiiure nicht erniedrigt wurde. 

5,310 mg Subst.: 14,560 mg CO,, 5,880 mg H,9. 


C,,.H3,0, (256,3) Ber. C 74,92 H 12,59 
Gef. ,, 74,78 » 12,39. 


sy R. J. Anderson u. E. Chargaff, J. of biol. Chem. 80, 77 (1929). 
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Titration ®): 15,749 mg Subst., in neutralem Alkohol geldst, ver- 
brauchten 2,046 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 


Mol.-Gew. Ci¢Hs20, Ber. 256,3 Gef. 256,6. 


Die Fraktion 2 bestand aus ungesiittigten Verbindungen von 
hohem Molekulargewicht. Von ihnen wird weiter unten die 
Rede sein. 

3,06 g der fliissigen Fettsiiuren wurden in die Methylester 
verwandelt: 3,12 g eines rotbraunen Oles. Die Resultate der 
fraktionierten Vakuumdestillation finden sich in Tab. 2. 


Tabelle 2. 


Fraktionierung der Methylester der fliissigen Siiuren des Fettes. 








, T t ls yew 
Fraktion cee | Siedeintervalle | mm Hg serine Jodzahl 
des Luftbades in g 
1 140—150 106—110 0,01 1,39 92,4 
2 225—250 170—190 0,01 0,42 68,2 
8 Riickstand a _- 1,21 82,0 

















Die Fraktion 1 bildete eine farblose, ziemlich leicht beweg- 
liche Fliissigkeit, die beiden anderen Fraktionen bestanden aus 
dicken Olen. 

f) Hexadecen(9)-saure(l). Durch Verseifung der Fraktion 1 
der fliissigen Siuren wurden 1,31 ¢ eines gelblichen diinnen Oles 
erhalten; dazu kamen noch von der Aufarbeitung des Fettprii- 
parates IT (vgl. unten) 1,60 g, so daB 2,91 g dieser Siurefraktion 
zur Verfiigung standen. Die Analysen der Saure stimmten auf 
die Formel einer Siure mit 16 C-Atomen und einer Doppelbindung. 

Titration: 18,530 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
2,402 ecm 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 254,2 Gef. 257,1. 

Jodzahl: 7,099, 8,460 mg Subst. verbrauchten 1,087, 1,297 cem 0,05 n- 
Na,§,03. 

Fiir C,,H,,0, Jodzahl Ber. 99,8 Gef. 97,2, 97,3. 

500 mg der Substanz wurden nach Hazura(vgl.a.a.O. FuBn. 10, 
S. 236ff.) oxydiert. Die Siure wurde mit 0,6 ccm KOH (spez. 
Gew. 1,35) neutralisiert, mit 35 com Wasser verdiinnt und hierauf 
35 ccm einer 1,5°/,igen waBrigen KMnO,-Lésung tropfenweise 
unter Riihren hinzugefiigt. Nach 15 Minuten wurde der ent- 


2) Die zur Titration verwendete alkoholische Kalilauge wurde stets 
frisch auf reine Palmitinsiure eingestellt. Als Indicator diente a-Naphthol- 
phthalein. 
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standene Braunstein mittels 5°/,iger schwefliger Saiure aufgelist. 
Es fielen weiBe Flocken aus, die abgesaugt wurden. Das saure 
Hiltrat enthielt keine Limusinsiiuren. Die Fillung wurde mit ein 
wenig Petrolither gewaschen und hierauf 4 Stunden im Soxhlet- 
Apparat mit Ather extrahiert. Es hinterblieb kein in Ather un- 
léslicher Riickstand. Sativinsiiure war demnach abwesend. Die 
‘itherische Lésung lieferte 310 mg eines festen Kérpers, der nach 
mehrmaliger Umkrystallisation aus je 1 cem 96°/,igem Alkohol 
ein weibes Krystallpulver vom Schmelzp. 130° (korr.) ergab. 

4,450 mg Subst.: 10,910 mg CO,, 4,700 mg H,0. 

C,sHs20, (288,3) Ber. C 66,59 H 11,20 Gef. C 66,85 H 11,81. 

Titration: 20,370 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
2.373 ecm 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 288,3 Gef. 286,2. 

Bei der hier beschriebenen Oxysiiure handelte es sich dem- 
nach um eine Dioxyhexadekansiure, und zwar, wie 2us den weiteren 
Versuchen hervorging, um die 9,10-Dioxyhexadekansiure(l) 
C,¢H;.0,- 

810 mg der Siure wurden in einer Mischung von Alkohol 
und Kssigsiureithylester gelést und mit PtO, unter Wasserstoft- 
druck geschiittelt.4) Nach 24 Stunden wurde filtriert und ver- 
dampft. 790 mg des festen Hydrierungsproduktes wurden iiber 
das Bleisalz gereinigt, das aus Alkohol umgelést wurde. Aus dem 
Salz wurden 730 mg einer krystallinischen Siiure erhalten, die 
nach 5 maliger Umkrystallisation aus Methanol, Alkohol und Aceton 
400 mg glitzernder Plittchen vom Schmelzp. 62,5—63° (korr.) 
lieferte. Mit Palmitinsiure C,,H,,0, gemischt zeigte die Siure 
keine Schmelzpunktserniedrigung. 

Titration: 16,558 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
2,132 ecm 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 256,3 Gef. 258,8. 

Aus der Mutterlauge des Bleipalmitats wurden durch Zer- 
legung mit Sdure 50 mg einer halbfesten Masse mit der Jod- 
zahl 13,8 erhalten. 

200 mg der Siure wurden nach D. Holde*’) elaidiniert. Die 
Umlagerung verlief jedoch, wie Parallelversuche mit Erucasiiure 
zeigten, sehr langsam und fiihrte zu keinem festen Produkt, 
sondern zu einem dicken Ol, aus dem die reine Siiure nicht er- 
halten wurde. 


*1) Ber. chem. Ges. 57, 101 (1924). 
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Die bisher geschilderten Versuche hatten gezeigt, daB die 
ungesittigte Siure die Formel C,,H,,O, und eine normale Kette 
hatte. Die Lage der Doppelbindung wurde durch Oxydation"") 
der Verbindung ermittelt. 1430 mg des Methylesters der un- 
gesiittigten Siiure wurden in 15 ccm Aceton, das iiber KMnO, 
destilliert war, gelést und im Laufe von 11/, Stunden 5,6 g ge- 
pulvertes KMnO, in kleinen Teilen zu der kochenden Lésung 
hinzugesetzt. Es wurde 17 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, 
hierauf das Aceton verdampft, mit 30 ccm Wasser versetzt und 
die Manganoxyde durch Zusatz von NaHSO, und verdiinnter H,SO, 
beseitigt. Nun wurde ausgeiithert, die itherische Lésung gewaschen 
und 4 mal mit 20°/,iger Na,CO,-Lisung extrahiert. 240 mg eines 
gelben Oles, das der Hauptsache nach aus unveriindertem Methyl- 
ester bestand, blieben im Ather gelést. Die Sodalésung wurde 
1 Stunde mit 1,5 g KOH gekocht, um den sauern Ester der ent- 
standenen Dicarbonsiiure zu verseifen, hierauf angesiiuert und 
ausgeithert. Auf diese Weise wurden 930 mg einer weifen, festen 
Masse erhalten. Nach 4maligem Auskochen mit kleinen Mengen 
Petrolither (Siedep. 30—50°) bliecben 445 mg ungelést. Diese Ver- 
bindung wurde 5 mal aus Wasser umkrystallisiert und lieferte 
320 mg matt schimmernder Tiafelchen, Schmelzp. 105° (korr.). Die 
Substanz erwies sich nach Analysenergebnissen und Mischprobe 
als Azelainsdure C,H,,0,. 

Titration: 24,377, 16,478 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, ver- 
brauchten 8,762, 5,906 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,H,,O, (188) Saureiiquivalent Ber. 94,0 Gef. 92,7, 93,0. 

Aus der Petroliitherlésung wurden 465 mg eines Oles er- 
halten, das im Vakuum fraktioniert wurde. Bei 95—103° und 
3—4 mm Hg gingen 365 mg einer farblosen Flissigkeit iiber. 
Den Riickstand, 100 mg, bildete iaeueiasi Das Destillat be- 
stand aus Oenanthedure C,H,, 

4,970 mg Subst.: 11,805 mg 00,. 4, 730 mg H, 0. 

C,H,,0, (130,1) Ber. C 64,59 H 10,85 Gef. C 64,77 H 10,65. 

Titration: 25,805, 27,787 mg Subst. in neutralem Alkohol gelést ver- 
brauchten 6,705, 7,221 ccm 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 130,1 Gef. 125,3, 128,3. 

g) Untersuchung der hochmolekularen Fettsiuren. 
Die durch Verseifung von Priparat II des Fettes (vgl. Abschnitt l,a 
dieser Arbeit) erhaltenen Fettsiiuren, 11,61 g, wurden in die 
Methylester umgewandelt. Es wurden 11,87 g Methylester von 
der Jodzahl 43,6 erhalten. 
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8,914 mg Subst. verbrauchten 0,612 ccm 0,05 n-Na,§,Q,. 
Jodzahl Gef. 43,6. 


Die Methylester wurden mehrmals im Hochvakuum destilliert. 
Die Ergebnisse der letzten Destillation sind in Tab. 3 wieder- 
gegeben. Sie zeigt, daB in allen, auch den héchstsiedenden Frak- 
tionen ungesiittigte Verbindungen enthalten waren. 


Tabelle 3. 


Fraktionierung der Methylester der Gesamtfettsiiuren des Fettes (Priip. L)). 














Mraktion ranean Siedeintervalle| mm Hg _— sae Jodzahl 
des Luftbades in g 
l 114—125 86—88 0,02 0,47 27,5 
2 135—145 110 0,01 5,14 32,1 
3 190—220 160—180 0,01 1,15 34,9 
4 240—270 210—220 0,01 3,65 42,7 
5 Riickstand _ ~- 0,26 : 

















Die einzelnen Fraktionen wurden verseift und nach der Blei- 
salz-Alkoholmethode in feste und fliissige Fettsiiuren getrennt. 
Die Fraktion 1 bestand aus 210 mg Palmitinsiure und 135 mg 
einer ungesiittigten fliissigen Fettsiiure, die eine Doppelbindung 
enthielt und ein mit der Formel C,,H,,O, iibereinstimmendes 
Molekulargewicht hatte. 

Titration: 12,273 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
1,797 ecm 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 226,2 Gef. 227,6. 

Jodzahl: 8,930 mg Subst. verbrauchten 1,271 ccm 0,05 n-Na,S,Q. 

Jodzahl Gef. 90,3. 


Die Fraktion 2 bestand aus 3,23 g Palmitinsiiure und 1,60 g 
Palmitoleinsiure. 

Die Verseifung der Fraktion 3 fihrte zu 1,06 g Fettsiiuren, die tiber 
ihre Bleisalze in 660 mg fester Siiuren und 400 mg eines zihfliissigen Oles 
cetrennt wurden. Die festen Siuren wurden 5 mal aus Alkohol und Aceton 
umgelést: amorphes, weiBes Pulver vom Schmelzp. 54° (korr.). Halogen 
wurde nicht aufgenommen; das Aquivalentgewicht war 280,5. Es diirfte 
sich demnach um ein Gemenge mehrerer Siuren handeln. 

Titration: 15,276 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
1,815 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Aquiv.-Gew. Gef. 280,5. 

Die fltissigen Siuren hatten die Jodzahl 70,2 und das Aquivalent- 
gewicht 325,3 (fiir C,,H,,O, ber. 324,3). Da sie bei der Oxydation nach 
der oben beschriebenen Methode eine Oxysiiure vom Schmelzp. 123—124° 
(korr.) und dem Aquivalentgewicht 321,5 lieferten, die offenbar nicht ein- 
heitlich war, diirfte auch hier ein Gemenge von mindestens zwei ungesit- 
tigten Siiuren vorgelegen haben. 
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Titration: 18,524 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
1,899 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
Aquiv.-Gew. Gef. 325,3. 
Jodzahl: 11,274 mg Subst. verbrauchten 1,247 cem 0,05 n-Na,S,O,. 
Jodzahl Gef. 70,2. 

Titration der Oxysiiure: 14,398 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, 

verbrauchten 1,492 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
Aquiv.-Gew. Gef, 321,5. 

Die Fraktion 4, die die Hauptmenge der hochsiedenden Ester 
umfaBte, wurde mit alkoholischer Kalilauge verseift. Sie bestand 
aus mehreren Substanzen: nimlich aus Siiuren, deren Kalium- 
salze in Ather léslich waren, und aus Siiuren, die unlésliche Salze 
lieferten. Auf dieser Eigenschaft beruhte die erste Trennung. 
Aus den in Ather unléslichen Kaliumsalzen wurden 0,84 g Siiuren 
erhalten, aus den loéslichen Salzen 2,77 g. Die Siuren aus den 
unléslichen Salzen wurden mit Hilfe der Bleisalz-Alkoholmethode 
weiter zerlegt in 680 mg einer festen Substanz von der Jod- 
zahl 41,2, die unlésliche Bleisalze lieferte, und in 160 mg eines 
bei Zimmertemperatur halbfesten Oles von der Jodzahl 46,6, das 
lésliche Bleisalze lieferte. Durch mehrfaches Umlésen der festen 
Siiuren aus Benzin (Siedep. 70—80°) wurden 200 mg eines weifen 
Pulvers vom unscharfen Schmelzp. 62—64° erhalten, welches das 
Aquivalentgewicht 514,0 hatte, was einet durchschnittlichen Zahl 
von 34 C-Atomen entspricht. Es ist jedoch wahrscheinlicher, daf 
ein Gemenge aus mehreren Verbindungen vorliegt. 

Titration: 20,388 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
1,322 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Aquiv.-Gew. Gef. 514,0. 

Das élige Produkt hatte die Jodzahl 46,6 und das Aquiv.- 
Gew. 428,6, was einer durchschnittlichen Zahl von 28 C-Atomen 
entsprechen wiirde. 

Jodzahl: 7,912 mg Subst. verbrauchten 0,581 cem 0,05 n-Na,S,0,. 

Jodzahl Gef. 46,6. 


Titration: 16,328 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
1,269 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Aquiv.-Gew. Gef. 428.6. 

Die Siiuren, deren Kaliumsalze in Ather léslich waren, 2,77 g 
einer schwach gelben, weichen Masse, wurden in 30 cem Alkohol 
gelést und in der Hitze mit einer heiBen Liésung von 2 ¢g Blei- 
acetat in 45 ccm Alkohol versetzt. Die Hauptmenge schied sich 
als Bleisalz ab, das auch in der Kilte ein sehr zihes, wenig 
lésliches Ol bildete. Aus diesem wurde die Siure wieder in 
Freiheit gesetzt: 2,40 g einer weiben, weichen Substanz. Die bei 
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der Destillation derselben im Hochvakuum erhaltenen Resultate 
finden sich in Tab. 4. Es wurde dabei eine vor kurzem be- 
schriebene Destillationsanordnung verwendet.?’) 


Tabelle 4, 
Isolierung der Diphtherinsiure. 


Destillations- Gewicht 




















Fraktion mm Hg 
temperatur in g 
1 195 0,005 _ 
2 195—220 0,005 i. er 
3 253—266 0,003 2,05 
4 Riickstand | — 0,12 


Es lag demnach fast ausschlieblich eine Substanz vom Siede- 
punktoo93 260° vor. Diese Verbindung, die Diphtherinsiure, 
bildete bei Zimmertemperatur eine weiche Paste vom Schmelz- 
punkt 35—36° Sie war schwach rechtsdrehend: [@]?* = + 2,6° 
(in Chloroform). 

Spezifische Drehung in Chloroform: 

(w]23 = 4 aaie = + 2,57°. 
[hr durch Titration ermitteltes Molekulargewicht war 521,1, ihre 
Jodzahl 49,8, was mit der Formel C,.H,.O, gut in Kinklang 
steht. Auch die Bestimmung des Molekulargewichtes nach Rast- 
Pregl) ergab einen damit gut iibereinstimmenden Wert. 

Titration: 80,597, 30,528 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, ver 
brauchten 5,154, 1,954 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,;H,,0, Mol.-Gew. Ber. 520,5 Gef. 521,3, 520,8. 

Jodzahl: 13,436 mg Subst. verbrauchten 1,054 eem 0,05 n-Na,S,O,. 

Fiir C,,H,,O, (520,5) Jodzahl Ber. 48,8 Gef. 49,8. 

Mol.-Gew.: 1,590 mg Subst., gelést in 18,119 mg Campher (Schmelz- 

punkt 176,4, & = 34,9): Schmelzpunktsdepression 4 = 5,0° 
Fiir C,,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 520,5 Gef. 519,9. 

Durch Hydrierung der Diphtherinsiure mittels PtO, und H, wird die 
Doppelbindung vollstiindig hydriert. Jedoch ist es vorliufig noch nicht 
gelungen, zu einem einheitlichen Hydrierungsprodukt zu gelangen. 

Die Siiuren, deren Kaliumsalze in Ather lislich waren, be- 
standen, wie soeben beschrieben, der Hauptsache nach aus der 
Diphtherinsiiure, deren Bleisalz in Alkohol unléslich ist. Bei 


*) KE. Chargaff, Diese Z. 217, 115 (1933). 
*3) F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 3. Aufl., Berlin 
1930, S. 237 ff. 
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der Bleisalz—Alkoholtrennung blieb eine geringe Menge eines Blei- 
salzes in Lésung, aus welchem 330 mg einer Saure erhalten wurden, 
die ein dickes Ol bildete und das Aquivalentgewicht 500,8 und 
die Jodzahl 55,9 hatte. 

Titration: 22,616 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten 
1,505 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Aquiy.-Gew. Gef. 500,8 . 
Jodzahl: 10,256 mg Subst. verbrauchten 0,904 ecm 0,05 n-Na,S,O,. 
Jodzahl Gef. 55,9. 


2. Untersuchung des Phosphatids. 

a) Hydrolyse des Phosphatids. Das Phosphatid der 
Diphtheriebakterien, welches in der ersten Verdffentlichung iiber 
dieses Thema?) als eine amorphe, etwas klebrige Substanz be- 
schrieben wurde, konnte durch hiiufige Umfillung aus Ather und 
Aceton schlieBlich als mattgelbes Pulver erhalten werden, das 
beim Erhitzen in der Kapillare bei 78° erweichte und bei 90° 
durchscheinend wurde. Hs enthielt 1,4°/, P und 0,8°/, N. 

1,05 g des Praparates wurden 7 Stunden mit 20 ccm 5°/,- 
iger Schwefelsiiure am RiickfluBkiihler gekocht. Hierauf wurde 
mit Ather extrahiert und die in Ather gelisten Substanzen, 860 mg 
einer festen Masse, zur Vervollstiindigung der Hydrolyse mit alko- 
holischer Kalilauge erhitzt. Der Seifenlésung wurden mit Ather 
130 mg einer weiBen Masse entzogen, die nur zum geringsten 
Teil aus unverseifbaren Anteilen, in der Hauptmenge aus dem 
Kaliumsalz des Corynins bestanden, von dem weiter unten die 
Rede sein soll. Aus der Seifenlésung wurden 700mg Fettsiuren 
erhalten, die in kaltem Ather nur schwer léslich waren. 

b) Untersuchung der wasserléslichen Bestandteile. Die 
wiBrige Lésung von der Siiurehydrolyse wurde mit Ba(OH), genau neutra- 
lisiert. Es wurde vom BaSO, filtriert und das Filtrat unter vermindertem 
Druck eingedampft. Es hinterblieben 90 mg eines briiunlichen Sirups. Die 
Substanz gab starke Reduktion von Fehlingscher Lésung; die Molisch- 
Reaktion war positiv. Da die Reaktionen mit Orecin und Resorcin (Seli- 
wanoff) negativ ausfielen, diirften nur Aldohexosen anwesend sein. 

Die Substanz wurde mit etwas absolutem Alkohol extrahiert. Auf 
Zusatz von 2 Tropfen einer 10°/, igen Lésung von H,PtCl, in absolutem 
Alkohol zum Extrakt entstand eine sehr geringe Fillung von kleinen gelb- 
lichen Plittchen. 

c) Untersuchung der Fettsiuren. 700 mg der Fett- 
siuren wurden in 20 ccm heifem Alkohol gelést und mit einer 
kochenden Lisung von 1,2 g Bleiacetat in 15 ccm Alkohol ver- 
setzt. Nach 24 Stunden wurden die auskrystallisierten Bleisalze 
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slei- abgesaugt und aus den im Filtrat gelisten Bleisalzen die Siuren 
den, freigemacht. Ks wurden 200 mg einer gelblichen halbfesten Sub- 
und stanz vom Aquivalentgewicht 470,9 und der relativ hohen Jod- 

zahl 92,6 erhalten. 
hten Titration: 18,726 mg Subst. in neutralem Alkohol gelést verbrauchten 

1,326 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Aquiv.-Gew. Gef. 470,9. 
Jodzahl: 13,770 mg Subst. verbrauchten 2,009 ccm 0,05 n-Na,S,QO,. 
Jodzahl Gef. 92,6. 
Aus den in Alkohol unléslichen Bleisalzen wurden 500 mg 

i fester, schwer léslicher Siuren erhalten. Diese wurden in die 
7 Methylester iibergefiihrt und 500 mg derselben im Sechskugel- 
A rohr?”) im Hochvakuum destilliert (Tab. 5). 
ind Tabelle 5. 
las Fraktionierung der Methylester der festen Siiuren des Phosphatids. 
0 _ -= - —— 
” a Destillationstemp. —" Gewicht 
7 (oberer Grenzwert) = in mg 
‘de { 118 0,006 140 
ng 2 132 0,006 10 
3 163 0,006 10 
i 4 225 0,005 285 
er | 5 Riickstand —- 50 
en 
m Die Fraktion 1 wurde verseift und die freie Siure mehrmals 
lie aus Methanol umkrystallisiert. Es wurden 50 mg weiber Schuppen 
1 vom Schmelzp. 62,5° (korr.) erhalten. Die Mischprobe mit Pal- 

mitinsiiure ergab keine Schmelzpunktsdepression. Fraktion 1 be- 
ie stand demnach aus Palmitinsiure C,,H,,0,. 
a- Titration: 7,466 mg Subst. in neutralem Alkohol gelést verbrauchten 
m 0,978 eem 0,03 n-alkoholisches KOH. 
ie # Fir C,,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 256,3 Gef. 254,5. 
4 Bei der Verseifung der Fraktion 4 zeigte es sich, daB ihr 
3 Kaliumsalz in viel Ather léslich war. Aus diesem wurden 270 mg 
if der freien Siiure gewonnen. Diese Substanz, die wir Corynin 
* nennen wollen, wurde nach mehrmaligem Umlésen aus Benzin 
)- | (Siedep. 70—80°) und Aceton als sehr feines weibes Pulver vom 


Schmelzp. 70—71° (korr.) erhalten, das auch unter dem Mikro- 
- skop keine deutliche Krystallform zeigte. Es war sehr schwer 
r lislich in kaltem Alkohol, wenig ldslich in kaltem Ather, leichter 
- in Chloroform und Benzol. Es gab keine Sterinreaktionen und 
lagerte Jod nicht an. Die Verbrennungswerte entsprechen einer 
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Formel C©,,H,,,0, (Mol.-Gew. 764,8) oder C,,H,,,0, (Mol.-Gew. 


792,8). Die Titration mit alkoholischer Kalilauge lieferte die 
Werte 753,9, 757,8, 757,0, was auf die niedrigere Bruttoformel 
hindeutet. Die Bestimmung des aktiven Wasserstofis nach Zere- 
witinoff*4) ergab bei einer Reaktionstemperatur von 15° das 
Vorliegen von 38 aktiven Wasserstoffatomen. Fiir das Corynin 
ware demnach unter Vorbehalt die Formel C,,H,,.(OH),(COOH) an- 
zunehmen. 


4,609, 4,552 mg Subst. (bei 61° i. V. iiber P,O, getrocknet): 13,315, 
13,150 mg CO,, 5,420, 5,390 mg H,0. 

Fiir C5 5H, 990, (764,8) Ber. C 78,45 H 13,18 

»»  CsgHyo49, (792,8) ” », 18,70 yy 13,22 
Gef. ,, 78,79, 78,77  ,, 18,16, 13,25. 

Titration: 15,290, 14,052, 21,642 mg Subst., in neutralem Alkohol gelést, 
verbrauchten 0,676, 0,618, 0,953 cem 0,03 n-alkoholisches KOH. 

Fiir C,,H,o0,  Mol.-Gew. Ber. 764,8 Gef. 753,9, 757,8, 757,0. 

Akt. H: 12,545, 10,880 mg Subst. (iiber P,O, i. V. getrocknet), in warmem 
Anisol gelést: 

V) = 1,00, 0,89 cem CH, (bei Reaktionstemp. 15%, 
vy, = 1,53, 1,37 eem CH, (bei Reaktionstemp. 95°). 

Fiir C,oH,..0, Ber. akt.H 0,39°/, Gef. akt. H 0,36, 0,37 (0,55, 0,57°/,) 
3 > » ee. 

Mol.-Gew.: 1,696 mg Subst., gelist in 14,415 mg Campher (Schmelz- 
punkt 176,4, k = 34,9): Schmelzpunktsdepression 4 = 5,2°. 

Mol.-Gew. 789,6. 

Zur Acetylierung wurden 50 mg Corynin mit ebensoviel geschmolzenem 
Natriumacetat in 10 cem Essigsiiureanhydrid 1 Stunde am RiickfluBkihler 
erhitzt. In der Kiilte krystallisierten weiBe Niidelchen aus, die abgesaugt 
und mit Eisessig gewaschen wurden: Gewicht 20mg. Aus der Mutterlauge 
wurden durch Versetzen mit heiBem Wasser, Ausiithern usw. noch 25 mg 
Substanz erhalten. Umkrystallisieren aus Eisessig ergab 35 mg feiner, 
schimmernder Nadeln vom Schmelzp. 75—76° (korr.). Die Verbrennungs- 
werte stimmten recht gut auf die Formel eines Diacetylderivates C,,H,,,O¢. 
Da die Acetylwerte jedoch zu niedrig waren und eine Mikro-Molekular- 
gewichtsbestimmung in Campher den Wert 435 ergab, ist die Méglichkeit 
vorliufig nicht von der Hand zu weisen, da8 durch die Einwirkung des 
Essigsiiureanhydrids Spaltung eingetreten ist. 

4,010, 3,670 mg Subst. (bei 61° i. V. iiber P,O,; getrocknet): 11,23, 
10,24 mg CO,, 4,60, 4,31 mg H,0. 

Fiir C,H,o,0, (848,8) Ber. © 76,35 H 12,34 

Gef. ,, 76,37, 76,08  ,, 12,83, 13,14. 

4,220, 4,000 mg Subst. verbrauchten 0,600, 0,588 cem 0,01 n-NaOH. 

COCH, Gef. 6,12, 6,32. 


24) Ausgefihrt von Herrn Dr. H. Reth, Heidelberg, nach der von ihm 
angegebenen Methode: Mikrochem. 11, 140 (1932). 
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Uber den Chlorophyllgehalt der Laubblatter 
von Gerstenmutanten. 


Von 


Hans vy. Euler, H. Hellstrém und D. Burstrém. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mai 1933.) 


Vor kurzer Zeit haben wir an Gerstenmutanten vom Albina- 
typus und Xanthatypus, welche wir Herrn Prof. Dr. H. Nilsson- 
Ehle verdanken, quantitative Bestimmungen des Chlorophylls der 
Laubblitter vorgenommen, indem wir eine groBe Zahl von ein- 
zelnen Individuen auf ihren Chlorophyllgehalt untersuchten.!) Die 
so erhaltenen Chlorophyllmengen haben wir in Variationskurven 
zusammengestellt. Wir haben sie in der gleichen Weise berechnet, 
wie dies von W. Johannsen?) keziiglich anderer Kigenschaften 
geschehen ist. Es wurde in dieser Weise, wohl zum ersten Mal, 
beziiglich einer chemisch eindeutig definierten Kigenschaft (Konzen- 
tration einer reinen Substanz) die Variationsbreite untersucht. 
Unsere experimentellen Kurven schlossen sich sehr nahe an die 
durch den Binomialsatz gegebene, ideale Verteilungskurve an. 
Aus unseren Versuchen ergab sich ferner fiir die untersuchten 
Linien die fiir die eingehaltenen Bedingungen geltenden genauen 
Mittelwerte des Chlorophyllgehaltes. Diese Mittelwerte sind, wie 
die Variationsbreiten, bisher als Rechnungsgré8en behandelt worden. 
In unserer Untersuchung, welche sich auf die Konzentration eines 
chemisch bekannten Stoffes bezog, haben wir versucht, der reellen 
Bedeutung der ermittelten Werte niher zu kommen. Durch die 
vorliegende Arbeit wollten wir unsere friiheren Versuche in einigen 
wichtigeren Punkten ergiinzen. 

Zunichst haben wir feststellen wollen, ob bei noch genauerer 
Kinhaltung vollkommen gleichartiger iuBerer Bedingungen sich die 
Variationsbreite der Chlorophyllkonzentration vermindert. 





1) Euler, Burstrém, Hellstrém, Hereditas 18, 225 (1933). 
2) Elemente der exakten Erblichkeitslehre, 3. Aufl. Jena, Fischer. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXVIII. 16 
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Methodik. 


Etwa 400 Koérner der Gerstenmutanten Albina 1 (Nilsson-Ehle) 
lieBen wir nach 24 stiindigem Einweichen in hydroperoxydhaltigem Wasser 
zwischen Filtrierpapier keimen. Nach 4 Tagen wurde das Material in der 
Weise gesichtet, daB alle Pflanzen, welche zu dieser Zeit im Begriff waren, 
das Coleoptil zu durchbrechen, weiter keimen durften, wihrend alle iibrigen, 
welche sich in einem friiheren oder spiteren Entwicklungsstadium befanden, 
fortgenommen wurden. Wir wollten uns damit ein Material verschaffen, in 
welchem alle Pflanzen bei der gleichen Entwicklungsphase die gleiche Be- 
lichtung erhalten hatten. Am 7. Tage wurden die Chlorophyllmessungen 
ausgefiihrt. Die Linge des ersten Blattes variierte dabei von 7,6—9,9 cm, 
die Gewichte von 38,5—58,5 mg. 

Bei unseren friiheren Versuchen hatten wir wihrend des Tages, welcher 
fiir die Chlorophylluntersuchung notwendig war, eine Zunahme des Quo- 
tienten Chlorophyll/Gewicht konstatiert. Um diesen EinfluB zu vermeiden 
haben wir diesmal wihrend der Extraktionen die Pflanzen im Dunkeln 
verwahrt. 

Zu den Bestimmungen wurde das erste Blatt verwendet, welches nach 
Langenbestimmung und Wagung mit Alkohol extrahiert wurde. Die Extrakte, 
deren Volumen 10ccm betrug, wurden hinsichtlich ihrer Chlorophyllabsorption 
lichtelektrisch bei 4 = 668 mu, entsprechend dem Absorptionsmaximum fiir 


Chlorophyll a, untersucht. 


Versuchsresultate. 


Die Tabellenwerte sind in eine Kurve eingefihrt, fiir welche 
die Versuchsnummer auf die Abszisse abgetragen ist, und der 
Quotient Chlorophyll/Gewicht auf die Ordinate (Fig. 1). Die Kurve 
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Fig. 1. 


Albina 1—1932—1149. 


variiert wie in friiheren Versuchen’), aber eine stetige Steigung 
mit der Zeit trat nicht ein. Die Fig. 2 zeigt die entsprechende 
Verteilungskurve. Die Abszisse gibt die relativen Chlorophyllwerte 


1) Euler, Burstrém u. Hellstrém, Hereditas 18, 225 (1933). 
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Tabelle 1. 
hle) | Albina 1, 1932-1149. 24.3.-31.3. 7Keimungstage. Griines Laubblatt. 
isser = - 

a Nr Chlorophyll Differenz Nr Chlorophyll | Differenz 
ren, Gewicht | vom Mittel Gewicht | vom Mittel 
gen, 1 11,04 0,39 51 9,64 —1,01 
den, 2 10,40 — 0,25 52 11,48 0,83 
* 3 10,45 — 0,20 53 10,46 0,19 
Be- 4 10,14 —0,51 54 11,02 0,37 
gen 5 10,61 — 0,04 55 11,10 0,45 
in, 6 9,71 — 0,94 56 9,90 —0,75 

7 12,91 2,26 57 11,18 0,53 

this ~ 9,61 — 1,04 58 11,76 1,11 
9 11,06 0,41 59 9,13 —1,52 
Juo- 10 10,00 — 0,65 60 10,59 — 0,06 
den 11 9,80 — 0,85 61 11,82 1,17 
celn ff 12 10,40 —0,25 62 9,94 ~0,71 
13 9,81 — 0,84 63 10,84 0,19 

‘ails 14 11,13 0,48 64 9,67 — 0,98 
kte, 15 10,97 0,32 65 12,03 1,38 
“at 16 9,87 —0,78 66 11,02 0,37 
~ 17 10,17 — 0,48 67 9,54 1% 
ur ff 18 10,28 — 0,37 68 9,26 — 1,39 
19 11,90 1,25 69 11,73 1,08 

20 9,35 — 1,30 70 10,60 — 0,05 

21 9,98 — 0,67 71 10,54 —0,11 

22 10,73 0,08 72 11,62 0,97 

she 23 10,17 —0,48 73 11,17 0,52 
ler 24 11,16 0,51 74 10,46 —0,19 
25 11,57 0,92 75 11,39 0,74 
‘ve 26 9,69 — 0,96 76 10,65 +0,00 
27 10,90 0,25 77 10,06 — 0,59 

. | 28 10,52 —0,13 78 10,57 ~ 0,08 
se 29 11,20 0,55 79 10,67 0,02 
i 30 8,79 — 1,86 80 10,69 0,04 
31 10,44 0,91 81 10,45 — 0,20 

; 32 12,08 1,43 82 11,14 0,49 
h 33 11,38 0,73 83 9,73 — 0,92 

’ 34 10,80 015 ff 84 9,05 1,60 

35 12,76 2,11 85 11,25 0,60 

36 11,41 0,76 86 9,22 —1,43 

1 37 11,55 0,90 87 11,37 0,72 
7 38 9,64 —1,01 88 9,68 —0,97 
wy 39 10,02 — 0,63 89 10,57 — 0,08 

40 11,38 0,73 90 12,15 1,50 
41 10,66 0,01 91 8,07 — 2,58 
42 10,49 — 0,16 92 13,23 2,58 
43 12,03 1,38 93 9,75 — 0,90 
44 12,17 1,52 94 9,90 —0,75 
Is 45 11,25 0,60 95 11,32 0,67 
le 46 10,20 —0,45 96 9,05 — 1,60 
is 47 10,37 — 0,28 97 9,86 —0,79 
48 12,75 2,10 98 11,15 0,50 
49 9,16 —1,49 99 10,80 0,15 
50 10,82 0,17 100 11,47 0,82 














Mittel 10,65. Mittlerer Fehler der Einzelbestimmung = + 0,95. 


1 g Frischgewicht enthilt 1,0 mg Chlorophyll. 
16* 
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an. Die Ordinate bezeichnet die Bestimmungen, welche innerhalb 
der auf der Abszisse abgetragenen Intervalle liegen. Die Kurve 
zeigt im allgemeinen eine gute Ubereinstimmung mit der theo- 
retischen Verteilungskurve. 

Loh/ aerA b a 
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Kel. Chiorophylwerte 
Fig. 2. 
Albina 1—1932—1149. 


Vergleich zwischen den Chlorophyllgehalten 
in verschiedenen Chlorophyllmutanten. 


Der Versuch bezweckte festzustellen, ob normale (griine) 
Chlorophyllmutanten unter genau gleichen Bedingungen ebenso 
viel Chlorophyll bilden als der entsprechende Nichtmutant. Zu 
diesem Zweck wurden im gleichen Kasten 1. normale Gerste der 
Sippe ,,Gullkorn“ (Goldgerste), 2. ein oder mehrere Chlorophyll- 
mutanten in genau gleicher Weise zum Keimen gebracht. Nach 
7—8 Keimungstagen (Belichtungszeit 3—4 Tage) wurde das erste 
Laubblatt einer Anzahl von Pflanzen abgeschnitten, gewogen, und 
mit Alkohol extrahiert, worauf der Extrakt wie friiher gemessen 
wurde. Die Resultate sind aus der Tab. 2 ersichtlich. Bemerkens- 
wert ist der recht konstante Wert von etwa 1 mg Chlorophyll 
per Gramm Frischgewicht, welcher in den verschiedenen Keimungs- 
kisten erhalten wurde. In jedem Kasten ist das Verhiltnis mg- 
Chlorophyll/g-Frischgewicht innerhalb der Versuchsfehler gleich. 

In einem Fall gab Xantha 2 normal, ebenso wie ,,Gullkorn“ 
(Kasten 3), in einem anderen Fall gab Albina 7 (Kasten 6) einen 
sehr niedrigen Wert. Parallelversuche im Kasten 5 bzw. im 
Kasten 2 liefern jedoch fiir die Mutanten die gleichen Werte wie 
fiir Gullkorn. Die normalen (griinen) Chlorophyllmutanten bilden 
somit ebensoviel Chlorophyll per Gramm Frischgewicht aus als 
die Sippe Gullkorn. 
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Tabelle 2. 
n. = normal, d. — defekt. 
Chlorophyll Kei 
Sinpe Gewicht} Chloro- Gewicht in g | Kasten 
?P in mg phyll Saline - thon Nr. 
relativ | 20800 age 
mg/g 
Gullkkorn ... 55D 28,2 51,0 | 0,97 
Albina 2. . 550 31,9 58,0 | 1,1 
Albina 3... . 515 28,1 54,8 | 1,04 7 1 
Xantha3n. . . 610 31,8 52,1 | 0,99 
Xantha 8 d. 365 2,24 61 | 0,11 
Gullkorn 560 | 225 402 | 076 | #4x| 
Albina 7n. . . 583 26,7 45,9 0,87 r ‘ 
Alboxantha 1 n. 517 22,0 42,6 0,81 a 7 
Alboxantha 1 d. 400 4,01 10,0 0,19 
Gullkorn . 349 11,3 32.4 0,615 | | 
Albinal. . 330 17,8 54,0 1,03 ‘ 
Xantha 1 n. 258 14,2 55,1 1,05 
Xantha 2 n. 319 9,12 28,6 0,54 
Gullkorn 345 17,2 49,8 0,95 
Xantha 1 n. 285 16,1 56,5 1,07 8 4 
Xantha 1 d. 55D 6,9 12.45 | 0,24 
Gullkorn . 310 16,2 52,2 0,99 | 
Xantha 2 n. 317 19,0 60,0 1,14 8 5 
Xantha 2 d. 524 3.3 6.3 0,12 | 
Gullkorn 341 17,5 51,2 | 0,97 
Albina 7 n. 355 11,1 31,3 | 0,59 s 6 
Albina 7 d. 617 0,69 11 | 0,021 
Tabelle 3. 
ca a Sa Sa es eee 
Sippe Xantha 1] Xantha 2] Xantha 3 aie 3 Albina 7 eine 
Chlorophyllgeh. | 0,22 0,105 0,11 0,23 0,034 
Defekt / normal 0,27) 0,14 4) 0,57) 




















Was die defekten (chlorophyllfreien bzw. chlorophyllarmen) 
Mutanten betrifft, so ist der Chlorophyllgehalt, wie die Tab. 3 
zeigt, in verschiedenen Linien sehr verschieden. 
defekt/normal variiert vom Wert 1/, fiir Xantha 1 und Alboxantha 1 
bis zum Wert 3/,, fiir Albina 7. Letzterer Wert ist vermutlich 
zu hoch, wenn man den fiir Albina 7 gefundenen Wert 0,59 als 





1) Vgl. FuBnote 1 und 2, S. 246. 


Das Verhialtnis 








246 Hans v. Euler, H. Helistrém und D. Burstrém, 


zu niedrig annimmt. In der friiher von uns untersuchten Sippe 
Albina 1 ist der Chlorophyligehalt der defekten Mutante = 0. 

In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, daB die Verteilung 
des Chlorophylls in Xantha 1, 2 und 3 iiber das ganze Blatt 
normal ist, dagegen ist in Alboxantha defekt die Blattspitze 
beinahe chlorophylifrei, und umgekehrt enthalten die defekten 
Albina 7 Chlorophyll nur in der Blattspitze. Dieser letztere Um- 
stand erklirt die Tatsache, daB sich Albina 7 so stark von den 
iibrigen defekten Mutanten vom Albinatypus unterscheidet. 

Das Verhiltnis defekt : normal haben wir friher fiir Xantha 1’), 
Xantha 3 und Virescens 6 bestimmt.) Diese friiheren Resultate 
sind der Volistindigkeit wegen in die Tab. 3 aufgenommen. Die 
zwei letzterwihnten Bestimmungen sind jedoch nicht durch die 
lichtelektrische Methode ausgefiihrt worden, weshalb wir denselben 
nicht die gleiche Genauigkeit zuschreiben. Die Ubereinstimmung 
der Xantha 1 ist ziemlich gut. 


Verteilung des Chlorophylls im Laubblatt der Gerste. 


Das erste Laubblatt von 10 Pflanzen wurde in acht gleich 
groBe Teile geteilt, welche mit der Ordnungsnummer 1—8 ver- 
sehen wurden. Die Teile mit der gleichen Ordnungsnummer wurden 
zusammen gewogen und mit Alkohol extrahiert. Zu den in dieser 
Weise erhaltenen Extrakten wurde ein Extrakt (9) zugefiigt, welcher 
aus den 10 Stammteilen erhalten war. In simtlichen Lésungen 
wurden die Chlorophyllmengen gemessen. 














Tabelle 4. 
Probe Gewicht Chloro- Chlorophyll Blatt- Chlorophyll 

N ; hvll per g oberfliche per Ober- 
si a Poy Pflanze in mm? fliche in mm? 
1 65 5,22 80,1 279,23) 1,81 

2 88 7,89 89,7 577,5 1,37 

3 90 8,51 94,5 986,5 1,46 

4 85 7,06 83,0 567,5 1,25 

D 82 5,87 71,8 ae 

6 70 3,95 56,3 om ; 

7 70 2,54 36,1 _ — 

8 60 1,67 27,9 — -- 

9 190 0,51 2.7 fe es 




















1) Euler, Burstrém u. Hellstrém, a.a. O. 
*) Euler, Burstrém, Hellstrém u. Kohler, Diese Z. 212, 56 (1932). 
8) Die Spitzenoberfliche wurde als ein Dreieck berechnet. 
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Trigt man die Chlorophyllmenge gegen die Linge des Blattes 
ab, so erhilt man — abgesehen von der Blattspitze und dem 
niichst angrenzenden Teil — eine lineare Beziehung. Trigt man 
nicht die Chlorophyllmenge, sondern den Quotienten Chlorophyll, 
Gewicht gegen die Linge ab, so veriindert sich damit nicht der 
Charakter der Kurve. Die Chlorophyllmenge per Oberflichenein- 
heit zeigt nur eine geringe Abnahme — der Wert 1,81 ist ver- 
mutlich zu hoch, da die Oberflichenberechnung einen zu niedrigen 
Wert fiir die Blattspitze ergibt. 

Die Fig. 3 zeigt sowohl die Abhingigkeit der Chlorophyll- 
menge von der Blattliinge (die ausgezogene Kurve) als die Ab- 
hingigkeit des Quotienten Chlorophyll/Gewicht von der Linge 
(gestrichelte Kurve). 
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Fig. 3. 


Besprechung. 

Was die Verteilungskurve bzw. die Variationsbreite des Chloro- 
phyllgehaltes der Laubblitter der Gerste betrifft, so ist diese, wie 
a.a.O. 8.241 erwihnt wurde, durch genauere Einstellung der 
iiuBeren Entwicklungsbedingungen bei Albina 1 nicht wesentlich 
vermindert worden. 

Dies diirfte besagen, daB die in unseren Versuchen gefundene 
Variationsbreite des Quotienten Chlorophyllgehalt/Gewichtseinheit 
nicht nur durch die iuBeren Entwicklungsbedingungen bestimmt 
war. Die Ursache, daB eine Variation der Chlorophyllmenge per 
Einheit des Blattgewichtes oder der Blattoberfliche auftritt, kann 
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im keimenden Gerstenkorn selbst liegen, entweder in den Ver- 
schiedenheiten der Zusammensetzung seiner Substrate, oder in der 
quantitativen Verschiedenheit der Erbeinheiten. 

Wir haben schon friiher betont, daB fiir einfache Reaktionen 
in vitro, die bei der gleichen Temperatur verlaufen, die Variations- 
breite nie so groB gefunden wurde. Die Temperaturverschieden- 
heiten zwischen den einzelnen Kérnern diirfte wihrend der Ent- 
wicklungsdauer kaum mehr als 0,1° betragen haben. Eine solche 
Temperaturdifferenz fiihrt eine Anderung der Reaktionsgeschwin- 
digkeit von etwa 3°/, mit sich, wihrend bei unseren Versuchen 
Abweichungen im Quotienten Chlorophyll/Blattgewicht im Betrag 
von 30°/, vorkommen. Hierzu muS allerdings bemerkt werden, 
daB iiber die Variation des Blattgewichtes selbst nach gleicher 
Entwicklungsdauer noch keine Erfahrungen vorliegen. 

Auch die Verschiedenheiten der Einstrahlung diirften die 
Variationsbreite nicht merkbar beeinfluBt haben, héchstens durch 
die Verschiedenheiten der Blattobertfliche. 

Abgesehen von den Unsicherheiten hinsichtlich der Uberein- 
stimmung von Blattgewicht und Blattoberfliche kommen als bestim- 
mende Faktoren fiir die Variationsbreite in den hier studierten 
Fallen wohl nur die quantitativen Verschiedenheiten der materiellen 
Ausgangsbedingungen in den einzelnen Kérnern in Betracht, und 
zwar wird man auch die Verschiedenheiten der Anlagen der Chrom- 
atophoren beriicksichtigen, welche ja die Chlorophyllbildung un- 
mittelbar bedingen. Den Ursprung der Chlorophyllbildung in 
den Chromatophoren zu suchen liegt um so néher, als im all- 
gemeinen — und sicher bei den Mutanten vom Albinatypus — 
der Carotinoidgehalt sich mit dem Chlorophyllgehalt gleichsinnig 
findert.') Bis jetzt hat man keinen Anhaltspunkt dafiir, ob die 
Erbeinheiten (Gene), welche die Chlorophylldefekte bestimmen, in 
die Chromatophoren verlegt werden kénnen, oder ob sie dem Zell- 
kern angehéren. Mit vergleichenden Untersuchungen der Chloro- 
plasten bei Laubblattern normaler und chlorophylldefekter Gerste 


sind wir beschiaftigt. 





1) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 183, 177 (1929). Uber den Gehalt 
von gelbem und weifem Mais an Carotin und Vitamin A vgl. E. Widmark 
(Skand. Arch. Physiol. 45, 7 (1924)] und Mangelsdorf [Science 73, 241 
(1981)}. Der Zusammenhang zwischen Vitamin A und Carotin ist nunmehr 


durchaus geklirt. 











Die Bedeutung der kolloidalen Trager fiir die Bestandigkeit 
des Virus der Maul- und Klauenseuche.*) 


Von 
Gottfried Pyl. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus den Staatlichen Forschungsanstalten Insel Riems bei Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1933.) 


Der Erreger der Maul- und Klauenseuche**) ist durch bak- 
teriendichte Filter filtrierbar und submikroskopisch. Auch mit 
dem Ultramikroskop gelingt eine Auflésung nicht, wofiir neben 
der geringen GréBe**) wahrscheinlich auch der zu kleine Unter- 
schied im Brechungsvermégen verantwortlich zu machen ist. 
Ferner kann das krankmachende Agens zwar frei von Zellen in 
wirksamer Form dargestellt werden, aber es ist nicht méglich, 
es ohne diese zur Vermehrung zu bringen, sei es im Tierkérper 
oder bei kiinstlicher Ziichtung in Gegenwart lebenden Gewebes. 
Diese Eigenschaften werden heute als charakteristisch fir die 
sogenannten Virusarten angesehen. Am Beispiel der M.K.S. hatten 
Loeffler und Frosch 1897 erstmalig einen derartigen Erreger 
gekennzeichnet, und in der Folgezeit ist dann bei tiber 100 In- 
fektionskrankheiten der Menschen, Tiere und Pflanzen festgestellt 
worden, daB sie ebenfalls durch Virusarten bedingt sind. 

Auf die Entwicklung der Ansichten iiber die Natur dieser Krankheits- 
erreger kann hier nicht eingegangen werden, es sei nur bemerkt, da$ man 


zu dem Schlu8 kam, daB8 die Virusarten méglicherweise etwas anderes dar- 
stellen als kleinste, selbstindige Lebewesen nach Art der Mikroben. Von 


*) Wir haben diese Arbeit trotz unserer Knappheit an Raum aufgenommen, 
weil sie zeigt, wie die theoretisch und praktisch so wichtigen subvisiblen 
Virusarten einer streng chemischen Bearbeitung zugiinglich gemacht werden 
kénnen und daB ihr Verhalten demjenigen von Fermenten und EiweiDBstoffen 
in mancher Beziehung gleicht. Die Herausgeber. 

**) Weiterhin wird fiir Maul- und Klauenseuche die Abkiirzung M.K.S. 
verwendet. 

**) Aus Ultrafiltrationsversuchen hat I. Modrow auf eine GréBe von 
2—3 wu geschlossen [Z. Hyg. 110, 618 (1929)). 
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einigen Seiten wurde deshalb die Méglichkeit diskutiert, daB es sich um 
pathogene Enzyme bandele. Fiir diese Hypothese spricht besonders, dai 
das Virus ebenso wie ein Ferment nur durch seine Wirkung nachgewiesen 
werden kann, beim Ferment durch die Spaltung des Substrats und beim 
Virus durch die Erkrankung des geimpften Versuchstieres. Auch aus den 
am Anfang angegebenen Eigenschaften eines Virus erhellt das Bestechende 
dieser Annahme. Die gré8te Schwierigkeit fiir einen derartigen Vergleich 
bietet neben der starken Contagiositiit die Tatsache, daB das Virus sich im 
Wirtstier oder in der Zellkultur vermehrt, und man hat deshalb angenommen, 
daB das Tier bzw. die Zelle selbst auf den Reiz der wirksamen Substanz 
hin die Vermehrung bewirken sollte. Dafiir fehlen uns aber bisher alle 
Analogien. Es ist aber zu bedenken, daB die Enzymchemie bisher keinen 
Grund hatte, sich mit derartigen Problemen zu beschiiftigen. 


Unabhiingig von diesen Anschauungen ist es der chemischen 
Forschung gelungen, unsere Kenntnis der Kigenschaften der Virus- 
arten am Beispiel der M.K.S. dadurch zu erweitern, daB dieses 
typische Virus einer methodischen Bearbeitung mit den Hilfsmitteln 
der Enzym- und Kolloidchemie unterzogen wurde. Dariiber ist 
kiirzlich zusammenfassend berichtet worden." ?) 


Fiir die Untersuchung mit chemischen Methoden hat gerade die ex- 
perimentelle M.K.S. verschiedene Vorziige. Der Erreger findet sich in dem 
spezifischen Krankheitsprodukt der an der Impfstelle entstehenden Blase in 
wasserléslicher Form und hoher Konzentration. Ferner erlaubt der akute 
Charakter der Krankheit, Versuchsresultate bereits nach 48—72 Stunden 
mit groBer Sicherheit abzulesen.*) 

Zur Verimpfung wird das infektidse Material auf die skarifizierte 
Plantarhaut des Metatarsus von Meerschweinchen gerieben. Es entsteht 
eine Primirblase, von der aus der Einbruch des Virus in die Blutbahn 
erfolgt, die sogenannte Generalisation. Bei der Generalisation bilden sich 
an den Priidilektionsstellen — namentlich FuB8sohlen und Zunge — so- 
genannte Sekundirblasen, und damit ist das Virus aus der Blutbahn ver- 
schwunden. 


In der Primirblase liegt das Virus in hochkonzentrierter 
Form vor, und zwar sowohl im Blaseninhalt — der sogenannten 
Lymphe — wie in den Blasendecken. Zu unseren Versuchen 
haben wir lediglich Lymphe verwendet, weil das Virus hier bereits 
in geléster Form zur Verfiigung steht. 


NaturgemiB haben derartige Untersuchungen ihre Schwierig- 
keiten, namentlich deshalb, weil nur eine quantitative Methodik 
sichere Schliisse aus den Experimenten zu ziehen gestattet. Nun 
gibt es bei den Virusarten bisher keine andere Méglichkeit, um 





*) Die Tiere werden im ganzen 7 Tage beobachtet, doch pflegt sich 
bei der Verwendung von Meerschweinchenvirus nach dem 3. Tag das Resultat 
nicht mehr zu dndern. 
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sich iiber die quantitative, krankmachende Wirksamkeit irgend- 
eines Materials zu vergewissern, als die Verimpfung von Ver- 
diinnungen auf Versuchstiere. Die Unsicherheit des Tierversuchs 
laBt sich durch enge Verdiinnungsreihen iiberwinden, also durch 
Verwendung eines groBen Tiermaterials. Wie aber experimentell 
nachgewiesen werden konnte, ist die Verdiinnungsmethode an 
sich bereits mit Fehlerquellen behaftet, die durch teils bekannte, 
teils unbekannte Faktoren bedingt sind.’) 

Es handelt sich dabei einerseits um Anderungen des Dispersitiits- 
grades der wirksamen Substanz, die die Lage der héchsten noch infektidsen 
Verdiinnung verschieben kénnen. Bei der M.K.S. konnte experimentell 
festgestellt werden, daB es sich bei dem Erreger um ein temperaturvariables 
Dispersoid handelt*), und daB deshalb der durch das Verimpfen einer Ver- 
diinnungsreihe ermittelte Virusgehalt eines Priparats von der Verdiinnungs- 
temperatur abhingig ist. Diese Unsicherheiten lassen sich bei ndétiger 
Vorsicht vermeiden. Anders ist es bei der Selbstaktivierung des Virus, 
also der Erscheinung, da8 die durch die Verdiinnungsmethode nachweis- 
bare Infektiositét vor dem endgiiltigen Abfall zuniichst eine Zunahme er- 
fihrt. Wodurch diese Selbstaktivierung hervorgerufen wird, konnte bisher 
nicht ermittelt werden. Sie ist durch eine Anderung des Dispersititsgrads 
nicht zu erkliren, muB also eine Eigenschaft des Virus selbst sein. Man 
ist deshalb bisher gezwungen, die Ergebnisse méglichst vieler und méglichst 
umfangreicher Versuche rein statistisch zu bewerten. Es bleibt anzustreben, 
eine quantitative Methodik aufzufinden und beherrschen zu lernen, wie sie 
fiir die Enzyme in der Bestimmungsmethode unter ausgleichender Akti- 
vierung und Hemmung geschaffen worden ist. 


Es ist deshalb ein Vorzug der in dieser Arbeit veréffent- 
lichten Versuche, da8 sie gréBtenteils von Ergebnissen der Ver- 
diinnungsmethode unabhingig sind. An einigen Stellen haben 
sich Verdiinnungsreihen nicht vermeiden lassen, und man wird 
solchen Ergebnissen ja auch einen gewissen Wert nicht absprechen 
kénnen, namentlich wenn die beobachteten Ausschlige sehr 
groB sind. 

In den weiterhin beschriebenen Untersuchungen handelt es 
sich um Beobachtungen, die bei Haltbarkeitsversuchen in Ab- 
hiingigkeit von der (H’) gemacht wurden.*) Fiir Haltbarkeits- 
versuche stehen 2 Methoden zur Verfiigung: entweder wird durch 
die Verdiinnungsmethode die Geschwindigkeit der Abnahme der 
Infektiositit gleichkonzentrierter Lisungen bei verschiedenem p, 
ermittelt, oder man stellt die Dauer der Erhaltung der Infektio- 
sitiit der unverdiinnten Lisungen fest. Da der Dispersititsgrad von 





*) DaB das Virus auch ein konzentrationsvariables Dispersoid ist, 
konnte auf indirektem Wege wahrscheinlich gemacht werden. 
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Kolloiden haufig von der (H’) abhingig ist, wird man sich der ersten 
Methode nur bedienen, falls die (H’) nur in einem verhiltnismaBig 
engen Bereich variiert wird. Handelt es sich aber um Versuche 
im gesamten p,-Bereich, so ist die zweite Bestimmungsmethode 
vorzuziehen. Es lag nun bei solchen Versuchen nahe, alle 
Lésungen vor der Verimpfung auf einen gleichen p,, zu bringen 
und zwar auf den der optimalen Haltbarkeit. Die sich hierbei 
ergebenden Resultate waren unerwartet. Wie weiterhin berichtet 
werden wird, erméglichen sie rein durch das Experiment, unab- 
haingig von Spekulationen, unsere Kenntnisse iiber die Natur der 
subvisiblen Erreger am Beispiel der M.K.S. zu vertiefen. 

Das M.K.S.-Virus hat ein Haltbarkeitsoptimum bei p,, 7,5 bis 
7,8. Mit zunehmendem Alkaligehalt nimmt die Bestindigkeit 
stetig ab und bei p,, 11,0 ist die Abtétung fast momentan. Ebenso 
schnell verliert das Virus seine Infektiositit in schwach saurer 
Lésung bei p, 6,0—6,5. Fiir die experimentelle Bearbeitung 
konnte deshalb bisher eine Variation der Versuchsbedingungen 
nur in dem verhiltnismiBig engen p,,-Bereich von 6,5 bis etwa 
10,0 vorgenommen werden. 

Systematische Haltbarkeitsversuche*) fiihrten nun zu dem 
iiberraschenden Resultat, daB bei weiterer Erhéhung der (H’) die 
Bestandigkeit wieder zunimmt und bei etwa p,, 3,0 ein zweites 
Maximum erreicht. Die Haltbarkeit ist hier etwa mit der bei 
Py 7,0 vergleichbar, also nicht sehr gro’. Da aber durch Tempe- 
raturerniedrigung die Bestindigkeit gerade in diesem Bereich 
stark erhéht wird, ist jetzt die Méglichkeit gegeben, auch mit 
sauren Viruslésungen zu experimentieren. Der Virusnachweis ge- 
schieht hier dadurch, daB das zu untersuchende saure Material 
direkt verimpft wird, die Lésung wird nicht vorher auf die opti- 
male Reaktion gebracht. Hierin kiénnte man einen Fehler sehen, 
doch wird weiter unten gerade iiber die Schwierigkeiten berichtet 
werden, die bei dem Wiedereinstellen auf die optimale Reaktion 
entstehen. In Fig. 1 sind die Bestiindigkeitsverhiltnisse in will- 
kiirlichem Ma8stab aufgezeichnet.*) 

Es war zunichst von Interesse, wieviel von der urspriing- 
lichen Infektiositat eimer Lymphe nach dem Ansiuern erhalten 
bleibt. Dazu wurden aus den sauren Viruslésungen Verdiinnungen 





*) Nicht jeder Blaseninhalt verhilt sich gleich, stets treten kleinere 
Verschiebungen auf, die wahrscheinlich durch die Ungenauigkeit des Tier- 
versuchs bedingt sind. Es wurde deshalb diese Darstellung gewiahlt, die 
als Mittel aus 14 Einzelversuchen aufzufassen ist. 
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mit dem entsprechenden sauren Puffer hergestellt und diese ver- 
impft. Es zeigte sich, da diese Liésungen durchschnittlich nur 
noch den 100.—1000. Teil der Infektiositat aufwiesen, die vor- 
her bei optimaler Reaktion ermittelt worden war. Wuieweit ein 
solcher Vergleich zulissig ist, ist allerdings fraglich, da zwischen 
p, 3 und 4 Triibungen auftreten, der Dispersitiitsgrad der gelésten 
Stoffe also vermindert wird. Die Ergebnisse sind deshalb nicht 
mit denen vergleichbar, die bei Lésungen mit hohem Dispersitits- 
grad erhalten werden, wie sie beim Optimum der Haltbarkeit 
vorliegen. Gleichgiiltig ist dabei, ob die Triibungen spezifisch 
sind oder nicht, d. h. ob sie vom Virus selbst herriihren oder 
yon einer unspezifischen Begleitsubstanz, da bei der leichten 


sr 








Haliserkel! in wittkir/ Malstob 








Fig. 1. 


Adsorbierbarkeit des Virus an EKiweiBniederschlige auch in diesem 
Fall eine Verminderung der Infektiositiit die Folge sein wiirde. 

Um diese Schwierigkeiten zu vermeiden, wurden die sauren 
Lésungen zur Titration wieder auf den p,, der optimalen Halt- 
barkeit gebracht, aber diese Lésungen verloren fast stets 
momentan ihre Infektiositit oder zeigten sich doch nur noch 
in héchsten Konzentrationen infektiis, obgleich sie auf ein p, 
eingestellt waren, bei dem das Virus sonst monatelang wirksam 
bleibt.*) Auch bei beschleunigter Arbeitsweise und Eiskihlung 
kam man zu keinem anderen Ergebnis. Wurde die Lymphe z. B. 
in einem auf 0° abgekiihlten sauren Puffer gelést, so blieb die 
Infektiositiit mehrere Tage erhalten. Wurde diese Lisung aber 





*) Von der Wiedergabe der Einzelprotokolle wird aus Griinden der 
Platzersparnis Abstand genommen. Um einen Begriff iiber die Ausdehnung 
der Versuche dieser Arbeit zu geben, sei bemerkt, dab 3782 Meerschweinchen 
Verwendung fanden. 
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durch Zugabe von gekihltem alkalischem Puffer auf ein p,, von 
7,6 eingestellt, so war sie fast nie mehr wirksam, obgleich die 
ganze Operation nicht mehr als 10 Sekunden in Anspruch nimmt. 
Die durch das Alkalischmachen bewirkte Verdiinnung diirfte da- 
bei keine Rolle spielen, denn die Endlésungen sind nur auf 
1:10 bis 1:50 verdiinnt, wihrend die Lymphe vor der Behand- 
lung durchschnittlich bis 1:500000 infektids ist. Gelang es, 
eine Lésung unter Erhaltung der Infektiositit zu realkalisieren, 
so ging die schwache Infektiositit trotz Kiskiihlung und Glycerin- 
zusatz in wenigen Stunden verloren. Da zunichst vermutet wurde, 
daB die Schwierigkeit des Realkalisierens durch einen technischen 
Kunstgriff iberwunden werden kiénnte, wurden 40 Versuche unter 
verschiedenen Bedingungen angestellt. In 6 Fallen waren die 
wieder alkalisch gemachten Liésungen schwach positiv, aber ohne 


daB sich dabei irgendwelche Regeln ergeben hitten. 

Vom biologischen Standpunkt ist diese Inaktivierung durch das Re- 
alkalisieren interessant. Bei der kutanen Verimpfung einer sauren Virus- 
lésung gelangt der Erreger in die Haut, deren Gewebssifte ein schwach 
alkalisches Milieu darstellen und trotzdem erkranken die Tiere, auch wenn 
sie mit verhaltnisméBig stark verdiinnten Lésungen behandelt werden. Auch 
bei subkutaner oder intramuskulirer Impfung gelingt es, die Tiere mit 
sauren Viruslésungen zu infizieren, allerdings weniger sicher. Wird aber 
eine konzentrierte, saure Lésung vor dem Verimpfen mit z. B. dem gleichen 
Volumen einer alkalischen Lésung auf den py der Gewebssifte gebracht, 
so ist das Virus in der Mehrzahl der Fille abgetétet. 

Zur Erklirung dieses Phinomens bestanden verschiedene Médglich- 
keiten: Es konnte zunichst in der FuBsohlenhaut oder in den Gewebs- 
siften bzw. im Serum ein Stoff enthalten sein, der die Abtétung beim 
Realkalisieren hintenanhielt. Diese Mdéglichkeit konnte ausgeschlossen 
werden, da Zusitze wie Extrakt aus FuSsohlenhaut, Serum oder Brand- 
blasenlymphe*) ein Realkalisieren unter Erhaltung der Infektiositiét nicht 
erméglichten. Es konnte dann noch daran gedacht werden, daB die Ge- 
schwindigkeit des Realkalisierens von Bedeutung sei, denn in der Haut 
erfolgt die Einstellung auf den py der Gewebssifte sicher nicht momentan. 
Viele in dieser Richtung angestellten Versuche zeigten, daB auch die Ge- 
schwindigkeit ohne Belang ist, denn auch unter Beriicksichtigung dieser 
Gesichtspunkte wurden aktive Lésungen nur in dem iiblichen Prozentsatz 
erhalten. 





*) Die Brandblasen werden durch Einwirkung eines Dampfstrahls auf 
die Fu8sohlenhaut narkotisierter Meerschweinchen erzeugt. Brandblasen- 
lymphe findet bei der experimentellen M.K.S.-Forschung Verwendung, um 
die Spezifitét irgendeiner mit Inhalt aus infektidsen Blasen beobachteten 
Reaktion nachzupriifen. Brandblaseninhalt und Inhalt von M.K.S.-Blasen 
sind Exsudate, und ihre Eigenschaften scheinen auBer quantitativen Diffe- 
renzen lediglich durch ihre fehlende oder vorhandene Infektiositit ver- 
schieden zu sein. 























Die Bedeutung der kolloidalen Triiger usw. 955 


a 


Man kann vielleicht annehmen, daf bei der Verimpfung saurer 
Lésungen alle die Erreger zugrunde gehen, die von den aus der Skari- 
fikationsstelle austretenden Gewebssiften neutralisiert werden und nur ein 
Teil iibrig bleibt. Es sind in sauren Viruslésungen vielleicht viel mehr 
Erreger vorhanden, als wir durch Verimpfung nachzuweisen in der Lage sind. 

Nach dem Vorstehenden liegen also zwei wesentliche Eigen- 
schaften des Virus vor, einmal das Bestehen der zwei Haltbarkeits- 
maxima in der Abhingigkeit vom p,, und zweitens der mit dem Re- 
alkalisieren verbundene fast véllige Verlust der Infektiositat. Zur 
experimentellen Klarung wurde zunichst von folgender Arbeits- 
hypothese ausgegangen: Das Virus besteht aus zwei Komponenten, 
a und b, von denen die eine a in saurer, die andere b in schwach- 
alkalischer Lésung bestindig ist. Da man von einer Lésung von 
Py 7,6 zu einer wirksamen sauren Lésung gelangen kann, mub 
auch die a-Komponente schon urspriinglich vorhanden gewesen 
sein. In der sauren Lésung ist aber die b-Komponente nicht 
bestiindig, denn die Infektiositit erlischt, sobald man auf p,, 7,6 
zuriickgeht. Eine Entscheidung iiber die Richtigkeit dieser An- 
nahme 1aBt sich fallen, wenn man die Infektiositat einer Lésung 
priift, die nach dem Realkalisieren zum 2. Male angesiuert wird. 
Da die Komponente a bei 7,6 und 3,0 bestiandig sein soll, muB 
eine so behandelte Lésung ihre Infektiositat wiedergewonnen 
haben. Das Experiment zeigt aber, daB dies nie der Fall ist. 
Kine Dualitit des Virus, wie sie oben angenommen wurde, be- 
steht demnach nicht. 

Man kann weiter eine Umladung des Virus vornehmen, obgleich 
dies fiir die Abtétung des Virus beim Realkalisieren ohne weiteres 
keine Erklirung geben wiirde. Im alkalischen Gebiet ist das 
Virus stets negativ, es mii®te dann also in saurer Lésung positiv 
geladen sein. 

Ein LP. ist fiir das M.K.S.-Virus von Olitsky und Boez*‘) bei pq 7,8 auf- 
gefunden worden. Diese Beobachtung fand spiiter durch Poppe und Busch’) 
eine Bestiitigung. Einer Nachpriifung haben beide Arbeiten nicht standgehalten, 
sowohl Sichert-Modrow’) wie Kébe’) konnten von py 7,0—9,2 unter 
geeigneten Bedingungen stets nur eine Wanderung zur Anode beobachten. 

Olitsky und Boez sowie Poppe und Busch haben bei niedriger 
Spannung bei py 7,4—7,8 das Virus mit groBer RegelmaBigkeit an beiden 
Polen gefunden. Dieselbe Beobachtung ist auch von Sichert-Modrow 
gemacht worden, und wir haben sie auch jetzt wieder bestitigen kénnen. 
Obwohl unter Eiskiihlung mit konzentrierten Lisungen gearbeitet wurde, 
ist es aber trotz zahlreicher Versuche nie gelungen, eine Wanderung des 
Virus festzustellen, sobald die Liésung saurer war als py 6,6, obgleich die 


Kontrollen wiihrend der Versuchsdauer in einigen Fiillen infektids blieben. 
Bedenkt man, da8 stets nur ein Bruchteil, etwa 1/,o.—"/19 der im 
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Mittelraum vorhandenen Viruskonzentration in der Seitenfliissigkeit nach- 
gewiesen werden kann, so wird der negative Ausfall dieser Versuche nicht 
wundernehmen. Die Haltbarkeit des Virus ist eben in diesem Gebiet 
auch bei tiefer Temperatur zu gering. 


Ks ist demnach festzustellen, dab das M.K.S.-Virus bei héherer 
Spannung in einem p,,-Bereich von 6,7—9,2 stets anodisch wandert. 
Ks wird darauf noch weiter unten eingegangen werden. 

Durch die Feststellungen der Haltbarkeit des Virus in stark 
sauren Liésungen war jetzt eine Erweiterung der experimentellen 
Moglichkeiten gegeben. In 11 Versuchen, die bei Zimmertemperatur 
und bei p,, 2,3—3,1 mit 120 Volt ausgefiihrt wurden, konnte in allen 
Fallen eine eindeutige Wanderung zur Kathode beobachtet werden. 

Demnach lag der I.P. zwischen p,, 3,1 und 7,0 und diese 
Tatsache konnte zu dem Schluf fiihren, daB die elektrische 
Ladung fiir die Bestiindigkeit des Erregers ausschlaggebend sei. 
DaB namentlich bei stark alkalischer Reaktion das Virus un- 
bestiindig ist, wiirde nicht dagegen sprechen, da in diesen Fillen 
eine Zerstérung des Virus als kolloidales System wahrscheinlich 
ist. Als die Haltbarkeitsversuche dann bei 0° ausgefiihrt wurden, 
zeigte es sich, daB bei Hiskiihlung die Infektiositat lange genug 
erhalten blieb, um auch zwischen p,, 3,0 und 5,0 die Wanderungs- 
richtung feststellen zu kénnen. In der Tabelle sind die Ergeb- 
nisse der Versuche aufgezeichnet. 
































Tabelle. 
N Impfresultate __—s|« Wanderung Dauer Temp. 
] PH | Mittel-| pe; —-— i 
Anode | Kathode /oaum bei py 7,6 Stdn. | ™@ 
1-11]2,35-3,13] stets negativ stets positiv positiv — — 18 
12} 3,49 —-—--- +--—- , ++ Anode 2 0 
i Ob fae: | wee | ph " 3 0 
14] 3,51 ited | minmens | eal “ 1 0 
15 3,80 —-—-—--—- | ---- +--+. [nicht bestimmt] 1 0 
16} 3,93 ++—— —-—---— | ++ Anode 5). 0 
17 | 4,25 a een ee se /,] 0 
18 4,25 tt+t+ ——-—-— | ++ Jnicht bestimmt] 3')/, 0 
19 | 4,75 ++-—--— —---- | ++ Anode 1 0 
20] 4,75 | +4+4- |) ---- | ++ ‘ 1 0 
21 5,08 1 4 ———-— | ++ {nicht bestimmt] 1'/, 0 
22 5,08 +44 —-—-—— | ++ Anode $'/, 0 





Es wurden nicht polarisierbare Elektroden nach Michaelis bei einer 
Spannung von 120 Volt verwendet, 4 Volt-em, Apparat nach Sichert- 
Modrow.°) Lésungsmittel: Citratpuffer nach Sérensen. 

Die Elektrophoresen bei 0° wurden im Thermostaten in Eiswasser 


ausgefiilrt. 
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+ bedeutet den positiven bzw. negativen Ausfall der Impfung eines 
Meerschweinchens. 

In der Spalte: Wanderung bei py 7,6 ist die Wanderungsrichtung 
angegeben, falls mit demselben infektidsen Material eine Kontrollelektro- 
phorese in schwach-alkalischem Gebiet ausgefiihrt wurde. Bei den Ver- 
suchen 1—11 wurden derartige Kontrollversuche in 4 Fiillen ausgefiihrt, 
stets gab die Anodenfliissigkeit ein positives Impfresultat. 


Die isoelektrische Zone liegt also zwischen 3,5 und 3,9. 
Der durch Elektrophorese feststellbare 1.P. fallt demnach mit 
dem Minimum der Haltbarkeit bei p, 6 nicht zusammen, 
bzw. eine Abhingigkeit der Bestindigkeit der Ladung besteht in 
dem oben angenommenen Sinne nicht. Es sei hier darauf hin- 
gewiesen, daf eine weitere Kinengung der Zone durchaus méglich 
erscheint. Da sich aber dadurch die grundsiitzlichen Ergebnisse 
dieser Versuche nicht indern wiirden, wurde davon Abstand ge- 
nommen. Elektrophoreseversuche zwischen p,, 5,1 und 6,5 waren 
wegen der in diesem Gebiet selbst bei 0° sehr geringen Halt- 
barkeit unausfiihrbar. 

Wie oben erwihnt wurde, treten in der Nihe des I[.P. 
Triibungen auf, die bei geniigend hoher Lymphekonzentration 
nach einiger Zeit in einen flockigen Niederschlag tibergehen. Bei 
Messung dieser Triibungen mit dem Zeissschen Stufenphotometer 
findet sich das Maximum bei p,, 3,9. 
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Fig. 2. 
Die gestrichelten Linien gelten fiir infektidsen Inhalt aus Primiirblasen, die ausgezogenen 
fiir Brandblaseninhalt. Zur Ausfiihrung des Versuchs wurde defibrinierter, zellfreier Blasen- 
inhalt zuerst mit physiologischer Kochsalzlésung auf 1:10 verdiinnt. Von dieser Stamm- 
lésung wurden wieder Verdiinnungen 1:10 mit den entsprechenden Citratpuffern nach 
Sérensen angesetzt. Die Messung geschah stets 10 Minuten nach der Herstellung, da sich 
die Tribungen von diesem Zeitpunkt an nur noch unwesentlich dnderten. 
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Das Flockungsoptimum und der durch Elektrophorese fest- 
gestellte LP. fallen also befriedigend genau zusammen.’) Bei der 
Priifung der Spezifitat dieser Triibungen durch Vergleich mit 
Brandblaseninhalt*) stellte sich aber heraus, daB sich dort die- 
selben Triibungen mit demselben Maximum finden. Die Triibung 
kann also fiir das Virus nicht spezifisch sein, sie wird vielmehr 
durch einen. in entziindlichen Exsudaten vorhandenen Eiweib- 
kérper bedingt. 

Es ist deshalb der RiickschluS gerechtfertigt, daB auch der 
durch Elektrophorese bestimmte LP. nicht dem Virus selbst zu- 
kommt, sondern einem unspezifischen EiweiSkérper, der als kol- 
loidaler Traiger fiir das Virus fungiert. Es wiirden sich dem- 
nach beim M.K.S.-Virus dieselben Verhiltnisse finden, wie sie bei 
Enzymen®) schon lange bekannt sind. Es ist ein Vorteil dieser 
Annahme, daB mit ihrer Hilfe nun auch eine Erklirung fiir die 
beiden Haltbarkeitsmaxima und fiir die Schwierigkeit des Re- 
alkalisierens gegeben werden kann. 

In alkalischen Lésungen liegt das Virus entweder in freier 
Form oder als Verbindung mit einem Triger vor. Da nach- 
gewiesen werden konnte, daB die Haltbarkeit des Erregers durch 
Entfernen seiner Begleitstoffe durch Adsorption und Elution im 
Gebiet der optimalen Haltbarkeit herabgesetzt wird’), ist es — 
auch in Analogie zu den Enzymen*) — gerechtfertigt, die Be- 
gleitkolloide fir die Haltbarkeit des Virus verantwortlich zu 
machen. Das Virus ist also in alkalischen Léisungen — wenigstens 
teilweise — an einen kolloidalen Triger gebunden. Eine An- 
deutung dafiir findet sich auch im Adsorptionsverhalten des Virus 
gegeniiber Kaolin.!) Von p,, 7,0—7,9 wird das Virus von Kaolin 
bei geeigneten Mengenverhiltnissen fast voéllig adsorbiert. Bei 
stiirkerer Alkalitat von p,, 8,0 ab werden dann vom Adsorptions- 
mittel keine nennenswerten Mengen mehr aufgenommen. Es kann 
dies als Beweis fiir den I.P. des in diesem Gebiet bestehenden 
Virus-Triigerkomplexes herangezogen werden. 

Beim Ansiiuern wird das Virus an einen anderen Triiger 
gebunden, dessen I.P. bei p,, 3,9 liegt, und der fiir die Stabilitit 
des Virus in saurer Lisung verantwortlich ist. Es findet hier 
also ein Triigerwechsel statt. Daf der Wechsel tatsiichlich erst 
beim Ansiiuern stattfindet und die neue Verbindung nicht schon 
von vornherein vorhanden ist, ergibt sich aus der Uberlegung 





*) Vgl. Anm. S. 254. 
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und den experimentellen Befunden, die oben iiber die Existenz 
zweier Viruskomponenten ausgefiihrt wurden. 

Ks fragt sich nun, warum das Virus bei schwach saurer 
Reaktion seine Infektiositét so leicht verliert. Kine Abtitung 
durch Wasserstoffionen kommt nicht in Frage, da das Virus ja 
auch in viel stirker sauren Liésungen bestiindig ist.*) Es mu 
sich also um eine mehr physikalische Veriinderung handeln, und 
die einfachste Annahme diirfte sein, daB das Virus hier frei vor- 
liegt, ohne durch die Bindung an einen geeigneten Triger ge- 
schiitzt zu sein. Dies wire dadurch mdglich, daB in diesem Ge- 
biete kein geeigneter Triger zur Verfiigung steht. Aber selbst 
Serum mit seiner groBen Zahl verschiedenster Eiweifkérper ist 
nicht imstande, die Abtétung in diesem Gebiet hintenanzuhalten. 
Es ist deshalb niherliegend, daB das Virus selbst nicht befihigt 
ist, hier eine Trigerverbindung zu bilden, und man miifte dafiir 
die fehlende elektrische Ladung des Virus verantwortlich machen. 
Es fiele demnach das Minimum der Haltbarkeit mit dem 


LP. des freien Virus zusammen. 

Nimmt man an, da’ im Minimum der Haltbarkeit eine einfache Um- 
ladung stattfindet, so kann dadurch nicht erklirt werden, warum beim 
Realkalisieren eine so schnelle Abtétung stattfindet, denn im Minimum der 
Haltbarkeit ist das Virus bei tiefer Temperatur oft bis zu 30 Minuten be- 
stiindig. 

Es ist demnach der Triigerwechsel, der das Virus schiidigt, so dab 
ein 2maliger Wechsel fast stets mit dem vdélligen Verlust der Infektiositit 
verbunden ist. Wiéiiren Gehaltsbestimmungen durch Verimpfen von Ver- 
diinnungen saurer und alkalischer Lésungen miteinander vergleichbar, so 
wiirde man die Abnahme der Infektiositit beim einmaligen Trigerwechsel 
durch Austitrieren saurer Viruslésungen gegeniiber alkalischen Kontrollen 
feststellen kénnen. Da solche Vergleiche aber nicht zuliissig sind (vgl. oben), 
kann der Beweis nur auf dem oben angegebenen indirekten Weg erbracht 
werden. 

Was ferner die Unstimmigkeiten zwischen den Ergebnissen der Elektro- 
phoreseversuche und der obengemachten Annahme anbetrifft, so erscheinen 
die Schwierigkeiten der Erklirung nicht so grob. Nach den Ergebnissen 
der Elektrophoreseversuche mit Enzymen ist es von vornherein unwahr- 
scheinlich, daB man in dem Gemisch der verschiedensten Stoffe, wie es die 
Blasenlymphe vorstellt, die elektrische Ladung des Virus selbst wird er- 
mitteln kénnen. Hieriiber kénnten nur Versuche mit von allen Begleitstoifen 
gereinigtem Virus Aufschliisse geben, und zwar im Bereich von py 4—6, 
denn nur hier wire ja eine Umkehrung der Wanderungsrichtung zu er- 
warten. Da nun Elektrophoreseversuche in diesem py-Bereich wegen der 
geringen Haltbarkeit nur unter Verwendung hochaktiven, frischen Blasen- 
inhalts gelingen, so erscheinen soleche Versuche von vornherein wenig aus- 
sichtsreich. Dies konnte in zahlreichen Experimenten bestiitigt werden. 
Wurde das Virus auch nur einmal der Adsorption an Kaolin oder Aluminium- 
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hydroxyd und nachfolgender Elution unterworfen, so verloren diese Lésungen 
nach dem Ansiiuern auf py 4—6 ihre Infektiositiét fast momentan, so daB 
die angestellten Elektrophoreseversuche stets negativ verliefen. Der I.P. 
des freien Virus ist also mit unseren derzeitigen Hilfsmitteln auf direktem 


Wege nicht feststellbar. 

Es bleibt nun noch zu erkliiren, warum bei Elektrophorese- 
versuchen der I.P. der in saurer Lisung bestehenden Virus-Triiger- 
verbindung ermittelt werden kann, nicht aber der des Komplexes 
in alkalischer Lésung. Hierfiir hat bereits Sichert-Modrow?’) 
eine Erklirung gegeben. Sie nimmt ebenfalls eine Triigerverbin- 
dung an. Wéahrend das Virus selbst stets negativ geladen ist, 
wird der Trager bei p,, 7,7—8,1 umgeladen. Durch Elektrophorese 
mit hdéheren Spannungen wird die Adsorptionsverbindung gelést, 
so daB das Virus stets an der Anode erscheint. Bei niedrigen 
Spannungen oder bei der Adsorptionsanalyse tritt dagegen der 
I.P. des Komplexes in Erscheinung. Um diese Annahme experi- 
mentell zu priifen, wurden Elektrophoreseversuche in Lisungen 
Py kleiner als 7,7 mit niedrigen Spannungen (0,7 Vol.-cm) aus- 
gefiihrt. Es wurde dabei festgestellt, dab das Virus unter diesen 
Bedingungen zwischen p,, 7,0 und 7,4 stets wieder nur an der 
Anode erscheint, was mit der Annahme von Sichert-Modrow 
nicht in Ubereinstimmung steht, denn hier hitte die Kathoden- 
fliissigkeit infektiéds sein miissen. 

Ks ist nun auffallig, daB das Virus nur im Gebiet seiner 
optimalen Haltbarkeit an beiden Polen nachweisbar ist, und 
hier liegt der Schliissel zur Klirung. Auch bei niedriger Potential- 
differenz wird die Virus-Trigerverbindung zum gréBten Teil gelést. 
Es wandert also unterhalb des LP. des Trigers stets nur ein 
geringer Bruchteil der Virus-Triigerverbindung zur Kathode. Dieser 
Bruchteil ist aber nur im Gebiet der optimalen Haltbarkeit nach- 
weisbar. Zwischen p,, 7,0 und 7,4 unterliegt er so schnell der 
Zerstérung, daB nur die gréBere Menge des freien Virus an der 
Anode gefunden wird. Hierin scheint ein Widerspruch zu liegen, 
da das Virus gerade in Verbindung mit seinem Triger besonders 
bestiindig sein soll. Es ist aber zu beachten, daB die Haltbar- 
keit stets von der vorhandenen Virusmenge abhingig ist, verdiinnte 
Lésungen verlieren ihre Infektiositit viel leichter als konzentrierte. 

Es wurde dann noch versucht, ebenso wie im alkalischen 
Gebiet, die im sauren bestehende Virus-Tragerverbindung durch 
Erhéhung der Spannung zu lésen. Da bei den héchsten ver- 
wendeten Spannungen (8 Vol.-cm) keine Anderung der Wanderungs- 
richtung beobachtet wurde, ist auf eine erhéhte Festigkeit des 
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sauren Komplexes gegeniiber dem alkalischen zu schlieSen. Ebenso 
moglich ist es allerdings, daB das vom Triiger geliste Virus in 
saurer Lésung so schnell inaktiviert wird, daB es sich dem Nach- 
weis entzieht. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen den Ampholytcharakter 
des M.K.S.-Virus und sprechen deshalb fiir die Eiweifnatur des 
Erregers. Um Endgiiltiges aussagen zu kénnen, erscheint die 
Umladbarkeit durch Wasserstoffionen allerdings nicht ausreichend, 
da auch jetzt noch nicht mit Bestimmtheit feststeht, ob das, was 
in dieser Arbeit als ,,eigentliches“ oder ,,freies“ Virus bezeichnet 
wird, nicht doch noch eine Verbindung des Virus mit unspezi- 
fischen Begleitstoffen darstellt. Bei subvisiblen Erregern sind 
bisher vielfach Zweifel geiuBert worden, ob es sich um Eiweib- 
stoffe handelt, da es hin und wieder gelungen ist, Priparate 
herzustellen, die keine EiweiBreaktionen mehr gaben und doch 
noch infektiés waren. Es sei dazu aber grundsiitzlich bemerkt, 
daB nach unseren Erfahrungen bei der M.K.S. der EiweiBnach- 
weis bei weitem nicht so empfindlich ist, wie der des Virus. 
Dieser Einwand miibte also bei allen derartigen Feststellungen 
zunichst ausgeschlossen werden, ehe diesen Angaben beweisende 
Kraft zuerkannt werden kann. 

Bei Enzymen und bei anderen Virusarten sind Eigenschaften, 
wie sie in dieser Arbeit beim M.K.S.-Virus festgestellt werden 
konnten, bisher nicht beobachtet worden. Es diirfte dies auch 
mit Schwierigkeiten verbunden sein, da der Angriff des Knzyms 
auf sein spezifisches Substrat nur in einem engen p,-Bereich zu 
erfolgen pflegt. Fiir den Erfolg unserer Untersuchungen war es 
aber gerade von ausschlaggebender Bedeutung, da im Tier- 
versuch die Viruslésungen ohne vorherige Anderung des p,, ver- 
impft werden konnten. Man erhilt also nicht dieselben Resultate, 
wenn man die Kinstellung auf den p,, der optimalen Wirksam- 
keit im Substrat — der Meerschweinchenplanta — vor sich gehen 
laBt, wie im Reagenzglas. 

Wie sich andere Virusarten in dieser Hinsicht verhalten 
werden, bleibt abzuwarten. 


Zusammenfassung. 

1. Im gesamten p,-Bereich hat das Virus der M.K.S. zwei 
Haltbarkeitsmaxima, und zwar im sauren Gebiet bei p,, 3,0 und 
im alkalischen bei p,, 7,6. Dazwischen liegt ein Minimum im 
schwach sauren Gebiet zwischen 6,0 und 6,5. 
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2. Wahrend gut wirksame alkalische Viruslisungen §stets 
unter Erhaltung der Infektiositiit angesiuert werden kénnen, ge- 
lingt es nur in Ausnahmefillen, die sauren Liésungen wieder al- 
kalisch zu machen, ohne daB die Infektiositiit verloren geht. 

3. Saure Viruslésungen geben bei der Verimpfung mit grofer 
Regelmifigkeit positive Resultate. Das Virus wird also hier durch 
die alkalischen Gewebssiifte des Impftieres nicht abgetotet. 

4, Der durch Elektrophorese nachweisbare I.P. des Virus 
liegt zwischen p, 3,5 und 3,9. 

5. Bei p,, 3,9 liegt ein Flockungsoptimum, das aber fiir den 
Erreger nicht spezifisch ist. Es wird daraus auch auf die Un- 
spezifitat des beobachteten I.P. geschlossen. 

6. Es ist wahrscheinlich, da das Virus ebenso wie ein 
Enzym an einen kolloidalen Triger gebunden ist. Die Haltbar- 
keit des Virus wird durch die Bindung an den Triiger ausschlag- 
gebend beeinfluBt. 

7. In sauren Lésungen ist das Virus an einen anderen kolloi- 
dalen Traiger gebunden wie in alkalischer Lésung. 

8. Beim Ansiuern und beim Wiederalkalischmachen findet 
jedesmal ein Trigerwechsel statt. Das Virus wird durch den 
Triigerwechsel so geschidigt, dafi ein zweimaliger Wechsel fast 
stets mit dem volligen Verlust der Infektiositit verbunden ist. 

9. Das Minimum der Haltbarkeit fallt mit dem IP. des 
freien Virus zusammen. 

10. Es wird eine Erklirung fiir den scheinbaren I.P. des 
Virus bei p, 7,7—8,1 gegeben. 

11. Die Ampholytnatur des Virus spricht fiir seinen Kiweib- 


charakter. 
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Uber das Verhalten der Alkalireserve bei Ratten 
nach Verfiitterung von Glucose und Fructose. 


Von 
Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1933.) 


Im Zusammenhang mit unseren friiheren Arbeiten, die sich 
mit dem intermediiren Kohlehydratstoffwechsel beschiftigten >), 
haben wir berichtet, daB Verfiitterung von Glucose bei hungern- 
den miinnlichen Ratten zu einer Erniedrigung der Alkalireserve 
fihrt.”) Dieselbe wurde durch das Auftreten einer intermediiiren 
Siurestufe (wahrscheinlich Milchsiurebildung) bei der Umwandlung 
von Glucose in Glykogen erklirt. Die Abnahme der Alkalireserve 
trat jedoch keineswegs regelmiBig auf und war hiufig schon eine 
Stunde nach der Verabreichung der Glucose nicht mehr zu kon- 
statieren. Diese UnregelmiBigkeit im Verhalten der Versuchstiere 
konnte vielleicht darauf beruhen, daf eine voriibergehende Siuerung 
zu diesem Zeitpunkt der Untersuchung schon wieder itiberwunden 
worden war. Um diese Frage zu entscheiden, verfolgten wir die 
Alkalireserve speziell wihrend der ersten Stunde der Resorption 
des Kohlehydrates. 

Durch Kontrollversuche mit Wasser iiberzeugten wir uns zu- 
niichst, daB bei unserem Tiermaterial die Bestimmung der Alkali- 
reserve friihestens 15 Minuten nach der Fiitterung zuliissig war. 
Wurde dieselbe vor diesem Zeitpunkt vorgenommen, so fanden 
wir auch nach Verabreichung von Wasser allein eine Senkung 
der Alkalireserve, welche zweifellos durch die kaum vollstiindig 
vermeidbare psychische Erregung der Versuchstiere bei der Fiitte- 
rung verursacht ist und deren Folgen innerhalb der ersten 15 Minuten 
noch nicht behoben sind. Mit Riicksicht darauf war es daher auch 
sehr wesentlich, nur zahme Ratten in die Versuche einzustellen, 
die nicht die geringste Scheu vor den Menschen empfanden, und 
die Fiitterung so vorzunehmen, daf sie die Tiere méglichst wenig 
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erregte. Unsere, unter diesen VorsichtsmaBregeln ausgefiihrten 
Versuche an hungernden minnlichen Ratten ergaben, daB 15 bis 
30 Minuten nach der Fiitterung von 0,2 g Glucose pro 100 g 
Kérpergewicht die Alkalireserve durchschnittlich um 3 Punkte 
niedriger lag als bei den Kontrollen; 40—60 Minuten nach der 
Fiitterung hingegen niherte sie sich schon meist wieder den 
Normalwerten, wodurch das negative Ergebnis bei einem Teil 
unserer friiheren Versuche seine Erklirung findet. 

Analoge Versuche mit Fructose lieBen im Gegensatz zu Glucose 
zu keinem Zeitpunkt der Untersuchung eine Abnahme der Alkali- 
reserve erkennen. Dieses abweichende Verhalten der Fructose 
erscheint uns sehr bemerkenswert. Man kénnte daraus den SchluB 
ziehen, da& die Umwandlung der Fructose im Gegensatz zur 
Glucose zu keiner oder zumindestens nicht in gleichem AusmaBe 
zu einer intermedidren Siurebildung fihrt. Diese Annahme 1labt 
sich durch verschiedene bereits vorliegende Angaben iiber das Ver- 
halten der Fructose und der Glucose im Organismus stiitzen; 
allerdings liegen auch gegenteilige Angaben vor. 

So fand Gigon*) beim Menschen wohl nach Glucosegaben in der 
ersten Stunde eine Abnahme des py im Blute, nicht aber nach Verabreichung 
von Fructose. Wierzuchowski und Laniewski*) behaupten allerdings 
bei mehrstiindiger intravendser Dauerinfusion beim Hunde sowohl mit 
Glucose als auch mit Fructose eine Abnahme der Alkalireserve sowie eine 
Zunahme der Blutmilchsiiure erhalten zu haben. Ob Fructose den Milch- 
siurespiegel im Blut erhéht, scheint keineswegs klargestellt zu sein; nach 
Collazo und Supniewski®) z. B. erhéhen beim Kaninchen Injektionen 
von Fructose im Gegensatz zu Glucose den Milchsiuregehalt im Blut nicht 
oder nur kaum; Lanyi®’) kam hingegen zu entgegengesetzten Ergebnissen. 

Die altere Ansicht, daB Fructose vor der Resorption zuerst 
durch den alkalischen Darmsaft in Glucose umgewandelt wird, 
diirfte heute ziemlich verlassen sein ‘), seitdem der Nachweis erbracht 
worden ist, da8 Fructosegaben zu einer Fructosimie fihren. 
Diese Fructosiimie spricht auch gegen die Ansicht, daB eine rest- 
lose Umlagerung der Fructose in Glucose erst in der Leber 
erfolgen kénnte (allerdings wurde von Isaac§) eine solche Umwand- 
lung in der kiinstlich durchstrémten Leber beobachtet). Bestiinde 
eine solche Umlagerung zu Recht, dann sollte sowohl der Abbau 
der Glucose als auch der Fructose iiber die gleichen intermediiren 
Produkte verlaufen und es miiften sich die beiden Verbindungen 
im Organismus vollstiindig gleich verhalten. Dies trifft aber 
keineswegs zu. So verursacht Fructose bekanntlich keine oder 
nur eine geringe Hyperglykimie.*) Sie wird ferner vom Diabetiker 
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wesentlich besser vertragen als Glucose und ist im Tierversuch 
ein stiirkerer Glykogenbildner als Glucose, wie auch die von uns 
gleichzeitig durchgefiihrten und in der Tabelle angegebenen 
Bestimmungen des Leberglykogens erneut bestiitigen. Andererseits 
behebt Fructose die insulinire Hypoglykiimie weniger gut?) als 
Glucose*) und vermag beim leberlosen Hunde Glucose nicht zu 
ersetzen. }”) 


Dieses unterschiedliche Verhalten der Fructose und der 
Glucose, fiir das sich noch zahlreiche andere Beispiele anfiihren 
lieBen**), scheint unseres Erachtens doch sehr dafiir zu sprechen, 
daB sich die Wege des Abbaues dieser beiden Hexosen im Organis- 
mus nicht vollstiindig decken. Die unveriinderte Alkalireserve nach 
Verabreichung der Fructose stimmt gut iiberein mit den Angaben 
von Gigon und von Collazo und Supniewski. Auch das Aus- 
bleiben der alimentiiren Hyperglykiimie nach Fructosegaben kinnte 
damit in Kinklang gebracht werden, wenn man annimmt, dab 
dieselbe durch eine Glykogenmobilisierung durch Siurewirkung 
(Entstehung von Methylglyoxal beim Abbau der Glucose und Um- 
lagerung desselben in Milchsiure) mitbedingt wird’), die im Falle 
der Fructose nicht oder nur in geringem Ausmafe zur Geltung 
kommt. Es diirfte ja heute kaum mehr bezweifelt werden, daB 
Glucose in zwei Molekiile Methylglyoxal zerfallen kann, fiir die 
die Méglichkeit einer Umlagerung in zwei Molekiile Milchsiure 
gegeben ist. Bei der Fructose hingegen wire im Sinne Embdens 
ein von der Glucose abweichender Zerfall in ein Molekiil Glycerin- 
aldehyd und ein Molekiil Dioxyaceton denkbar. Von diesen beiden 
Verbindungen erfolgt die Bildung von Leberglykogen aus Dioxy- 
aceton ohne Beeinflussung der Alkalireserve, wihrend der Glycerin- 
aldehyd, der zwar auch in Milchsiure tibergehen kann, die Alkali- 
reserve weniger erniedrigt als das Methylglyoxal.’) Ks wire 
somit nicht ausgeschlossen, dab das Ausbleiben einer Abnahme 
der Alkalireserve nach Fructosegaben auf diese Unterschiede 
im Ablauf des intermediiren Kohlehydratstoffwechsels zuriick- 
zufiihren ist. 

Experimenteller Teil. 
A. Versuchsanordnung und Methodik. Fiir die Versuche verwendeten 


wir junge minnliche Ratten, welche unter vollstindig gleichen Bedingungen 
aufgewachsen waren und die vor der Einstellung in das Experiment 24Stunden 





*) Beziiglich der entgegengesetzten Angaben vgl. Moschini."’) 
**) Vgl. dazu F. Bertram.®) 
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Die Versuche, iiber welche wir hier berichten, haben wir mit der 
Absicht ausgefiihrt, Spaltprodukte des Clupeins zu isolieren, welche 
noch die Biuretreaktion geben und einen tieferen Kinblick in die 
Art der Verkettung seiner Bausteine gestatten. Fiir diesen Zweck 
zogen wir die Hydrolyse mit Salzsiiure der Anwendung von Fer- 
menten vor, da aus deren Priparaten selbst Biuretprodukte ent- 
stehen kiénnen. Stiirke der Salzsiure und Dauer ihrer Kinwirkung 
ermittelten wir in Vorversuchen, in denen wir das freie und das 
gebundene Arginin und den mit Phosphorwolframsiiure fillbaren 
Stickstoff bestimmten. Die Bestimmung der beiden Formen des 
Arginins griindet sich auf die Tatsache, daf Arginin, welches am 
Carboxylende einer Peptidkette steht, von Arginase nur bei p,, 8, 
aber nicht bei p,, 9,3 angegriffen wird. Bei letzterer Reaktion 
reagiert nur das freie Arginin; allerdings wird es auch in kleinem 
Umfange bei p,,8 gespalten. Arginin, das mit seiner Carboxyl- 
gruppe gebunden ist, also am Aminoende einer Peptidkette steht, 
wird nicht angegriffen!?5), In geeigneten Zwischenriumen wurde 
also wiihrend der Hydrolyse der Harnstoff bestimmt, welcher durch 
Arginase bei p,, 8 und bei p, 9,3 gebildet wird. Da an dem 
Harnstoff bei p,, 8 auch das freie Arginin beteiligt ist, aber mit 
unbekanntem Betrag, lassen sich aus den im experimentellen Teil 
berichteten Zahlen keine sicheren Schiliisse iiber die Menge von 
Arginincarboxylen ziehen, die durch Offnung von Peptidbindungen 
frei werden. Immerhin ergibt sich doch, dab wihrend der Hydro- 
lyse mit normaler Salzsiure bis zur 16. Stunde mehr Harnstoff 
bei p,, 8 als bei p,, 9,3 frei wird. Bis zu diesem Zeitpunkt ist 
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gehungerthatten. Die Bestimmung der Alkalireserve erfolgte nach van Slyke"), 
die des Leberglykogens nach unseren friiheren Angaben "‘); Blutzucker nach 
Hagedorn-Jensen. 

















B. Tierversuche. 


I. Glucose. Die Bestimmung der Alkalireserve zwischen 
15 und 30 Minuten nach der Fiitterung mit 0,2 g Glucose pro 
100 g Kérpergewicht an 8 hungernde miinnliche Ratten ergab einen 
durchschnittlichen Wert von 60,3 ccm CO,, gegeniiber 63,5 ccm von 
6 Kontrollen. Nach 40—60 Minuten betrug dieselbe im Durch- 
schnitt 62,9 cem CO, (vgl. Tab. I). 


II. Fructose. Das CO,-Bindungsvermégen nach Belastung 
mit 0,2 ¢ Fructose pro 100 g Kérpergewicht betrug 15—38 Minuten 
nach der Fiitterung im Durchschnitt 62,2 com und nach 1, 2 bzw. 
3 Stunden 63,3 ccm; diese Zahlen stimmen mit denen der Kontroll- 
tiere praktisch iiberein (vgl. Tab. IJ). 














Die beiden Tabellen geben die Versuche wieder. 





Tabelle L. 


Alkalireserve nach Verfiitterung von Glucose an hungernde minnliche Ratten. 






(Kontrollen: Alkalireserve 63,5 cem pro 100 cem Plasma, 






Leberglykogen 0,069 g-°/, pro 100 g Leber.) 
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Tabelle II. 


Alkalireserve nach Verfiitterung von Fructose an hungernde miinnliche Ratten. 
(Kontrollen: Alkalireserve 63,5 cem pro 100 cem Plasma, 
Leberglykogen 0,069 g-°/, pro 100 g Leber.) 


















































Vorperiode Versuchsperiode 

oo ; ~ fat | Z os ae | ow | ie oa - ey 
s — & See S223 Versuchs- | $8 3 | 3 2 | 4 5S 
al — pad | j — —- fel } as) — 

5 “ & a. FS5\/5 8 dauer | 5 & = 2 |"o 4 Mo 
ZA 1/8 (S013 > i eo / Sk IFES 
SS qj ds) , | > | | "Som 

pu g g mg-°/, | Stdn. | Min. | mg | eem | g-%, 

1 | 206 | 143 9 | 94 | 15 | 280 | 63,4 | 0,020 
2 204 164 8 | 18 | 3830 | 62,6 | 0,092 
3 | 207 | 18 ) 7] 88 | 23 | 270 63,9 | 0,040 
4 205 | 1388 | 8 78 | 25 | 270 | 63,4 | 0,181 
5 188 | 176 | 10 | 91 ; 28 | 350 | 61,8 | 0,103 
6 189 | 179 | 7 | 96 | 32 | 360 | 64,7 | 0,204 
7 190 | 176 | 10 | 7 | 88 | 350 | 62,7 | 0,581 

| | | | Mittel: 63,2 | 
| | 
8 i160 | 150 | 10 | — 1 | 300 | 65,4 | 0,989 
9 161 | 127 | 11 | — 1 | 260 | 64,5 | 1,421 
10 | 184] 157 | 8 | 92 1 | 310 | 61,7 | 0,811 
11 185 | 181 | 10 | 94 1 | 360 | 61,7 | 0,473 
12 186 | 180 | 10 | — 2 | 360 | 62,6 | 1,728 
13 toe) & |) 2 | 370 | 63,4 | 2,145 
14 191 | 169 | 11 | 102 2 | 340 | 65,4 | 8,577 
15 194 | 167 | 10 | 91 3 | 330 | 62,9 | 2,218 
16 195 | 186 | 8 /| 91 3 | 870 | 61,7 | 2,154 
| | ’ * 
| | | | | Mitel: 63,3 
Zusammenfassung. 


0,2¢ Glucose pro 100 g Kérpergewicht fiihrten bei hungern- 
den minnlichen Ratten 15—30 Minuten nach ihrer Verfiitterung 
zu einer Erniedrigung der Alkalireserve; dieselbe konnte nach 
Ablauf der ersten Stunde schon wieder zur Norm zuriick- 
gekehrt sein. 

Analoge Versuche mit Fructose liefen keine Abnahme des 
CO,-Bindungsvermégens erkennen. 

Es wurden die Griinde fiir die Annahme der Méglichkeit 
eines von der Glucose abweichenden Abbaues der Fructose im 
Organismus diskutiert. 
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Die Versuche, tiber welche wir hier berichten, haben wir mit der 
Absicht ausgefiihrt, Spaltprodukte des Clupeins zu isolieren, welche 
noch die Biuretreaktion geben und einen tieferen EKinblick in die 
Art der Verkettung seiner Bausteine gestatten. Fiir diesen Zweck 
zogen wir die Hydrolyse mit Salzsiiure der Anwendung von Fer- 
menten vor, da aus deren Priparaten selbst Biuretprodukte ent- 
stehen kénnen. Stiirke der Salzsiiture und Dauer ihrer Kinwirkung 
ermittelten wir in Vorversuchen, in denen wir das freie und das 
gebundene Arginin und den mit Phosphorwolframsiiure fillbaren 
Stickstoff bestimmten. Die Bestimmung der beiden Formen des 
Arginins griindet sich auf die Tatsache, da Arginin, welches am 
Carboxylende einer Peptidkette steht, von Arginase nur bei p,, 8, 
aber nicht bei p,, 9,3 angegriffen wird. Bei letzterer Reaktion 
reagiert nur das freie Arginin; allerdings wird es auch in kleinem 
Umfange bei p,,8 gespalten. Arginin, das mit seiner Carboxyl- 
gruppe gebunden ist, also am Aminoende einer Peptidkette steht, 
wird nicht angegriffen!*5), In geeigneten Zwischenriumen wurde 
also wiihrend der Hydrolyse der Harnstoff bestimmt, welcher durch 
Arginase bei p,, 8 und bei p, 9,3 gebildet wird. Da an dem 
Harnstoff bei p,, 8 auch das freie Arginin beteiligt ist, aber mit 
unbekanntem Betrag, lassen sich aus den im experimentellen Teil 
berichteten Zahlen keine sicheren Schiliisse iiber die Menge von 
Arginincarboxylen ziehen, die durch Offnung von Peptidbindungen 
frei werden. Immerhin ergibt sich doch, da wihrend der Hydro- 
lyse mit normaler Salzsiure bis zur 16. Stunde mehr Harnstoff 
bei p, 8 als bei p, 9,3 frei wird. Bis zu diesem Zeitpunkt ist 
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also immer noch Arginin vorhanden, welches nur mit der Amino- 
gruppe gebunden ist. Weiter erkennt man, daB bereits vom Beginn 
der Hydrolyse an freies Arginin auftritt. Da die freie Carboxyl- 
gruppe des Clupeins einem Argininmolekil angehért?*), kénnte 
das zu Anfang freiwerdende Arginin der Einwirkung der Salzsiure 
an diesem Molekiilende entstammen. Gleichzeitig miissen aber 
auch im Innern der Peptidkette Bindungen gelist werden. 

Die andere Versuchsreihe ergab, da8 nach 16 stiindiger Hydro- 
lyse mit doppelt normaler Salzsiiure der mit Phosphorwolframsiure 
faillbare Stickstoff innerhalb der Fehlergrenzen dem Arginingehalt 
und der nicht faillbare Stickstoff dem Gehalt an Monoaminosiuren 
entspricht. Zu diesem Zeitpunkt sind also die simtlichen Bindungen 
zwischen Monoaminosiuren und Arginin geliést. Dem entspricht 
auch das Ergebnis eines priiparativen Versuches. Wir haben 
25 g Clupeinmethylesterhydrochlorid 16 Stunden mit doppelt 
normaler Salzsiure gekocht. Die Biuretreaktion war negativ und 
es lieB sich neben Arginin noch Arginyl-arginin isolieren. Von 
ihm stellten wir nun auch das Pikrolonat dar; es krystallisiert 
in kleinen zu Drusen angeordneten Nadeln und zersetzt sich 
bei 290° 

Nach 8stiindiger Einwirkung von Normalsalzsiiure werden 
noch 92°/, des Gesamtstickstoffs mit Phosphorwolframsiure gefillt, 
und betriigt der Monoaminosiurestickstoff 7°/,. 50 g Clupeinmethyl- 
esterhydrochlorid gaben denn auch nach dieser Behandlung noch 
eine deutliche Biuretreaktion. Wir fraktionierten den mit Phosphor- 
wolframsiure fillbaren Anteil durch Extraktion mit 90°/, igem 
Alkohol. 

Aus dem Gemisch der in 90°/,igem Alkohol léslichen Sub- 
stanzen konnten wir iiber eine vorausgehende Flavianatfallung 
ein krystallisiertes Pikrolonat isolieren, welches sehr wahrscheinlich 
ein Proton ist. Es gibt eine deutliche Biuretreaktion und besitzt 
9,7°/, des Gesamtstickstoffes an freiem Aminostickstoff, der bei 
der Hydrolyse auf 33,7°/, ansteigt. 91°/, des Gesamtstickstofis 
konnten als Argininflavianat gefillt werden. Die Monoaminosiure 
lieB sich nicht identifizieren. Nach der Elementaranalyse des 
Pikrolonates dirfte es eine mit 5 Kohlenstoffatomen sein. Da 
sie freien Aminostickstoff enthilt, kommen Prolin und Oxyprolin 
nicht in Betracht, wahrscheinlich Valin. 

Die in 90°/,igem Alkohol unlisliche Fraktion gab eine sehr 
starke Biuretreaktion. Wir gewannen aus ihr iiber das Flavianat 
ein gut krystallisierendes Pikrolonat mit positiver Biuretreaktion. 
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Sein freier Aminostickstoff betrigt 6,7°/,, nach der Hydrolyse 
27°/, vom Gesamtstickstoff. Aus dem Hydrolysat erhielten wir 
den gesamten Stickstoff in Form von Argininflavianat. Es liegt 
also ein Polypeptid aus Arginin vor, das wegen der positiven 
Biuretreaktion mindestens 3 Peptidbindungen enthalten muf. Der 
freie Aminostickstoff vor der Hydrolyse entspricht innerhalb der 
Fehlergrenzen dem Wert, den ein Tetrapeptid aus Arginin, Triarginyl- 
arginin haben miiBte (6,25°/, vom Gesamtstickstoff). Ein Tripeptid 
hatte 8,34°/, freien Aminostickstoff und wiirde nicht mehr die 
Biuretreaktion geben. Das Pikrolonat sintert bei 170°, zersetzt 
sich unter Gasentwicklung aber ohne Verfirbung bei 190°, dann 
noch einmal unter Gasentwicklung und Schwiirzung bei 230°. In 
heiBem Wasser lést es sich schwer, leichter in heiSem verdiinntem 
Alkohol. Einen Teil fiihrten wir in das Pikrat iiber, das eben- 
falls gut krystallisiert, bei 190° sintert und bei 220° unter Gas- 
entwicklung und Braunfirbung sich zersetzt. Aus einer anderen 
Probe versuchten wir das Hydrochlorid darzustellen. Dabei trat 
eine Zersetzung ein, indem ein Molekiil Arginin abgespalten wurde. 
Der freie Aminostickstoff stieg auf 9,9°/, und die Biuretreaktion 
war nur mehr sehr schwach positiv. Das entstandene Tripeptid 
aus Arginin konnte von Spuren des Tetrapeptides und des ab- 
gespaltenen Arginins nicht vollkommen befreit werden und war 
daher nicht zur Krystallisation zu bringen. 

Aus dem Nachweis, daf im Clupein die Gruppierung eines 
Tetrapeptides aus Arginin vorkommt, ergeben sich wichtige Fol- 
gerungen fiir den Bau des gesamten Molekiils. Fiir ihre Diskussion 
gehen wir wieder von der Annahme Kossel’s aus, dab die gréBeren 
Einheiten, die das Clupein aufbauen, Protone, T'ripeptide aus 
2 Molekiilen Arginin und einem Molekiil einer Monoaminosiiure 
sind und nehmen ein vorliiufiges Resultat einer noch im Gang 
befindlichen Untersuchung vorweg. Ihr Zweck ist, festzustellen, 
ob im Clupein auch die Gruppierung von Peptiden aus Mono- 
aminosiuren vorkommt. Das scheint der Fall zu sein; denn wir 
fanden in verschiedenen Versuchen, wo Clupein mit Trypsinkinase 
verdaut wurde, im Filtrat des Phosphorwolframsiiureniederschlages 
einen Anstieg des freien Aminostickstoffs nach Siiurehydrolyse von 
30 auf 65°/, des Gesamtstickstofls. Die Isolierung der Mono- 
aminosiiurepeptide steht noch aus. 

Nach den Resultaten friiherer Untersuchungen’) kommen 
im Clupein zwei verschiedene Arten yon Protonen vor, die sich 
nur durch die Stellung der Monoaminosiiure unterscheiden. Ihre 
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beiden Argininmolekiile scheinen durchweg nur in Form von 
Arginyl-arginin vorzukommen. Bei der einen Art der Protone ist 
die Monoaminosiure mit ihrer Carboxylgruppe an die Aminogruppe 
des Arginyl-arginins gebunden, steht also am Aminoende des 
Tripeptides. Bei der andern Art steht sie am Carboxylende, und 
gehért die freie Aminogruppe einem Argininrest an. Da nun im 
Clupein die Gruppierungen von Arginin-tetrapeptiden und von 
Monoaminosiurepeptiden vorkommen, miissen die beiden Arten 
der Protone abwechselnd aneinandergereiht sein. An den Stellen 
der Gesamtkette, wo ein Proton mit freier Arginin-aminogruppe 
mit einem anderen verbunden ist, an dessen Carboxylende wieder 
ein Argininrest steht, haben wir die Gruppierung eines Arginin- 
tetrapeptides; und dort, wo zwei Vertreter der verschiedenen 
Protonarten durch die Monoaminosiiureenden miteinander ver- 
kniipft sind, liegen Monoaminosiure-dipeptide vor. Da die freie 
Carboxylgrappe des fertigen Clupeinmolekiils einem Argininrest 
angehoért, beginnt die Reihe mit einem Proton, das am Carboxyl- 
ende ein Axginin- und am Aminoende ein Monoaminosiuremolektil 
besitzt. Damit diirfte der Bau des Clupeins, soweit in ihm Peptid- 
struktur vorkommt, wenigstens im Prinzip geklirt sein. 


Experimenteller Teil. 


Ermittelung der Dauer der Hydrolyse. Um festzustellen, wie lange 
das Clupein hydrolysiert werden mu8, dai Bruchstiicke entstehen, welche 
die Biuretreaktion geben und noch méglichst viel Arginin gebunden ent- 
halten, haben wir 9 g Clupeinmethylesterhy drochlorid mit 300 cem 2 n-Salz- 
siure am RiickfluBkiihler gekocht, in gewissen Intervallen 5 eem entnommen 
und darin den Aminostickstoff, den Harnstoff, welcher durch Arginase bei 
Pu 8,0 und bei py 9,3 abgespalten wird und von Zeit zu Zeit auch den 
Gesamtstickstoff bestimmt, letzteres nur, um eine eventuelle Verdunstung 
zu erkennen. Der Aminostickstoff wurde nach van Slyke nach vorheriger 
Neutralisation ermittelt. Fiir die Einwirkung der Arginase wurden die neutrali- 
sierten Proben mittels Glykokollpuffer auf die entsprechenden p,- Werte 
gebracht. In der Tab. I sind die Resultate in Zehntelnormalitiit aus- 
gedriickt. 

In einer weiteren Versuchsreihe haben wir 3 ungefihr gleich groBe 
Portionen mit n-Salzsiure, 8, 12 und 16 Stunden und eine 4. Portion mit 
2 n-Salzsiiure 16 Stunden hydrolysiert. Jeweils 10 eem des Hydrolysates 
wurden in einem 100 cem-MeBkolben mit der entsprechenden Normalsiure 
auf das 10-fache verdiinnt und in aliquoten Teilen der Gesamtstickstoff und 
Aminostickstoff bestimmt. Der Rest wurde mit 30°/,iger Phosphorwolfram- 
siiure gefillt und im Niederschlag und Filtrat wieder Gesamt- und Amino- 
stickstoff bestimmt. Die Phosphorwolframsiure entfernten wir bei salzsaurer 
Reaktion mit Amylalkohol-Ather (1:1). 
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Tabelle I. 
vor d. 30’ oe of = Pa gh 
Hydrl. ’ 6 
NH,N 0,48 | 1,21 | 1,92 | 3,25 | 3,55 | 4,73 | 5,58 


Harnstoff-N bei py 8,0 0,61 0,68 | 1,24 | 2 
Harnstoff-N bei py 9,3 0,02 0,31 | 0,82 | 1,7: 








vor d. i Po 
oh eh 94h h a b 
Hydrl. 12 16 24 38 48! 60° 








NH,N 0,43 | 6,11] 8 
Harnstoff-N bei PH 8,0 0,61 6,57 7 
Harnstoff-N bei py 9,3 0,02 6,52 | 7,; 























Tabelle IL. 











ee Hydrolyse 
Hydrolyse mit n-HCl mit 2 n-HCl 
8% 12" 165 : gh _ 








l °F, | oy | % v. °/, Ve 


mg | gx] ™S | GeN/| ™ ian] ™8 | GN 











Gesamt-N | | 
des Hydrolysats | 220,0!100 |2380,1/100 | 232,0;100 | 391,2) 100 
Amino-N | | | 
des Hydrolysats | 40,9| 18,6 49,4| 21,4 | 54,0) 23,3 | 126,8/ 32,4 
Mit PWS | 
| 
| 


| 
fillbarer N nessl 92,4 |203,0) 88,3 ]197,0|) 85,0 | 336,7} 84,5 





Mit PWS nicht 
fillbarer N | 15,8; 7,2 | 20,2; 88 | 23,2; 10,0 | 45,1; 11,5 

Amino-N im | | 

PWS-Niederschl. | 31,7| 15,6 | 34,9 | 

Amino-N im | | 
PWS-Filtrat | 10,0, | 


| 
17,2 | 34,4] 17,4] 80,6] 23,9 


61,9 14,8 | 64,2 | 30,8} 68,3 

















63,3 | 12,5 | 


Die Tab. II zeigt, daB mit fortschreitender Hydrolyse der durch 
Phosphorwolframsaure fillbare Stickstoff immer weiter abnimmt und schlieB - 
lich gleich dem Argininstickstoff wird. 

1. Versuch. 25 g Clupeinmethylesterhydrochlorid wurden 
16 Stunden mit 250 ccm 2n-Salzsiure gekocht. Die Biuretreaktion 
war negativ. Das Hydrolysat verdiinnten wir mit 2 n-Salzsiure 
auf 1 Liter und fallten mit 30°/,iger PWS. Der Niederschlag 
wurde nach 24 Stunden abgesaugt, 3mal in der Reibschale mit 
2,5°/,iger PWS gewaschen, schlieBlich in verdiinnter Salzsiure 
suspendiert und mit Amylalkoholither zerlegt. Die salzsaure 
wiBrige Lésung engten wir vorsichtig im Vakuum auf ein kleineres 
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Volumen ein, neutralisierten mit NaOH bis p,,3 (Methylorange) 
und gaben soviel Flaviansiure in 20°/,iger Lésung zu, daB auf 
4 Atome Stickstoff 1 Molekiil traf. Der Stickstoffgehalt betrug 
8,99 g. Es schied sich sofort ein Niederschlag ab, den wir nach 
10 Minuten absaugten und mit verdiinnter Flaviansiurelésung 
wuschen, Nach dem Trocknen wog er 33,45 g und zersetzte sich 
bei 250°. Nach einer Stunde fielen aus dem Filtrat noch einmal 
1,5 g eines Flavianates aus, das sich bei 269° zersetzte. Auf 
Zusatz neuer Flaviansiure zu dem 2. Filtrat erhielten wir noch 
einmal 1,5g krystallisiertes Flavianat vom Zersetzungsp. 268°. Die 
beiden letzten Niederschlige waren Argininflavianat, das noch etwas 


verunreinigt war. 


Das erste Flavianat (Zersetzungsp. 250°) haben wir mehrmals 
mit heifem Wasser extrahiert. Die beiden ersten Ausziige schieden 
beim Abkiihlen eine schmierige Substanz aus, die nach erneutem 
Auflésen in Wasser im Verlauf von 2 Tagen in schénen Nadeln 
auskrystallisierte, Ausbeute 4,2 g. Sie zersetzte sich nach voraus- 
gegangenem Sintern bei 225° und léste sich in heiBem 75°/,igen 
Alkohol. Zur Analyse wurde sie noch 2 mal umkrystallisiert, wo- 
bei sich der Schmelzpunkt nicht mehr inderte. 


5,15 mg Subst.: 7,58 CO,, 1,94 H,O. — 4,905 mg Subst.: 0,762 cem 
N, (20°, 754 mm). — 5,765 mg Subst.: 2,750 mg BaSQ,. 


CoH agN,O; > (C, ,HgN,O,S)- (958,52) 
Ber. C 40,06 H 4,00 N 17 
Gef. ,, 40,14 ,, 4,21 4, 17 


Wir bestimmten den Stickstoff auBerdem noch nach der Modifikation 
des Mikrokjeldahls von A. Friedrich, wobei die Nitrogruppen durch Jod- 
wasserstoff zuerst reduziert werden®). 5,924 mg Subst. verbrauchten 7,351 cem 
0,01 n-HCl, = 1,029 mg, 17,37°/, N, also eine bessere Ubereinstimmung 
mit dem berechneten Wert. 


Das Flavianat haben wir mit Butylalkohol und Schwefelsiure zerlegt 
und die Hilfte der Lésung in das Pikrat iibergefiihrt. Die Ausbeute 
betrug ungefihr 1g. Nach 3maligem Umkrystallisieren sinterte es bei 183°, 
schmolz bei 185° und zersetzte sich endgiiltig unter Verfirbung und leb- 
hafter Gasentwicklung bei 275°, zeigte also das typische Verhalten von 
Arginyl-arginin-dipikrat, womit auch die Ergebnisse der Elementaranalyse 
iibereinstimmen. AuB8erdem gab der Mischschmelzpunkt mit dem friiher 
dargestellten Priparat keine Depression. 


5,102 mg Subst.: 6,790 mg CO,, 1,930 mg H,O. — 4,172 mg Subst.: 
0,919 ccm N, (21°, 742 mm). 


Gef. ,, 3630 ,, 4,23 ,, 24,97. 


,54 S 6,69 
96 ~—,,_: 6,55. 
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0,646 g Pikrat wurden in 2 n-Schwefelsiéure suspendiert und mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Die Chloroformschicht wurde noch 2mal mit der 
Schwefelsiure gewaschen, die Waschwisser mit der ersten wiBrigen Schicht 
vereinigt und die Schwefelsiure mit Baryt entfernt. Die Lésung der Base 
wurde im Vakuum eingeengt und auf ein Volumen von 100 cem gebracht. 
10 ccm verbrauchten 7,10 ccm 0,1 n-HCl, = 9,946 mg Gesamt-N und ent- 
wickelten mit salpetriger Siiure 2,20 cem N, (19°, 718 mm), = 1,215 mg 
NH,-N, 12,21°/, vom Gesamt-N, berechnet 12,50°/,, — Der Hauptteil der 
Lisung wurde mit Salzsiiure bis zu 20°/, versetzt, 8 Stunden unter RiickfluB 
gekocht, dann im Vakuum abdestilliert und der Riickstand in 50 cem Wasser 
gelést. 5 cem davon verbrauchten 5,32 cem 0,1 n-HCl und die restlichen 
45 cem gaben 0,5700 g Flavianat, = 97,41°/, Arginin-N vom Gesamt-N, be- 
rechnet 100°/,. 


Die andere Hialfte der bei der Zerlegung des Flavianates erhaltene 
Lésung von Arginyl-arginin wurde mit der berechneten Menge Salzsiiure 
versetzt und Alkohol bis zur beginnenden Triibung zugegeben. Es gelang 
aber nicht, das Chlorid in krystallisierter Form zu erhalten, auch auf Zusatz 
von Ather nicht. Das ausgeschiedene Ol wurde mit Natronlauge und Pikrin- 
siiure ins Pikrat iibergefiihrt, dieses wieder mit Schwefelsiiure und Chloro- 
form zerlegt und mit der berechneten Menge Pikrolonsiure (in alkoholischer 
Lésung) das Pikrolonat bereitet. Nach imaligem Umkrystallisieren mit 
30°/,igem Alkohol zersetzte sich das Arginyl-arginin-dipikrolonat bei 
290°. Es krystallisiert in kleinen, zu Drusen angeordneten Nadeln und 
lést sich sehr schwer in Wasser. 


Aus dem dritten Auszug des ersten Flavianates mit heiBem Wasser 
schieden sich nach 1tiigigem Stehen kleine Krystalle ab, welche nach dem 
Umkrystallisieren aus Wasser sich bei 252° zersetzten. Dieses Flavianat 
enthielt 38,83°/, C, 4,32°/, H, 16,50°/, N und 6,81°/, S. Das molekulare 
Verhiltnis von Stickstoff zu Schwefel ist wie 5,5:1. Das daraus bereitete 
Pikrat war nicht zum Krystallisieren zu bringen, so da eine Identifizierung 
nicht gelang. Wir vermuten, daB es sich um stark verunreinigtes Arginin- 
flavianat handelt. 


Das urspriingliche Flavianat wurde noch 7mal mit heiSem Wasser 
extrahiert. In den vereinigten Ausziigen konnte aber nur Argininflavianat 
nachgewiesen werden. 

2. Versuch. Diesmal haben wir 50 g Clupeinmethylester- 
hydrochlorid mit 500 ccm 1 n-Salzsiiure 8 Stunden gekocht. Da- 
nach war die Biuretreaktion noch deutlich positiv. Wir verdiinnten 
mit 1,5 Liter n-Salzsiure und fillten mit 30°/,iger Phosphor- 
wolframsiure. Der Niederschlag wurde in gleicher Weise gewaschen 
und zerlegt wie im ersten Versuch. Die neutralisierte Lisung 
der freien Basen engten wir im Vakuum zur Trockene ein und 
extrahierten den Riickstand mit 500 ccm heiBem 90°/,igem Alkohol. 
In Lésung gingen 4,3 g Stickstoff mit 10,4°/, Aminostickstoff. 
Im Riickstand verblieben noch 5,82 g Stickstoff mit 18,9°/, Amuino- 
stickstoff. Beide Fraktionen gaben die Biuretreaktion. 


18* 
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Die 90°/,ig alkoholische Lésung brachten wir im Vakuum zur Trockene 
und kochten den Riickstand mit absolutem Alkohol aus. Die noch heif 
filtrierte Lésung wurde wieder eingeengt und der Riickstand noch einmal 
mit absolutem Alkohol extrahiert. Das in Lésung gegangene Material be- 
trug 1,7 g. Es lieB sich aber daraus kein identifizierbares Produkt isolieren. 
Die Reaktion nach Sakaguchi war negativ. 


Das in absolutem Alkohol unlésliche Gemisch nahmen wir mehrmals 
in 90 °/,igem Alkohol auf und dampften die Liésung wieder ein. Dabei blieb 
schlieBlich ein kleiner Teil ungelést. Der lésliche Anteil gab eine deutliche 
Biuretreaktion und enthielt 1,85 g Stickstoff. Auf Zusatz von 1 Mol. Flavian- 
siiure auf 4 N fiel zunichst eine schmierige Masse aus, von der gleich dekantiert 
wurde. Aus dem Dekantat krystallisierten 4,5 g eines Flavianats, das sich 
bei 248—249° zersetzte. Die weitere Untersuchung dieses Flavianats wurde 
uns leider unméglich gemacht, da beim Umkrystallisieren das GefiB zer- 
brach. Die Untersuchung der Mutterlaugen fiihrte zu keinem krystallisierten 
Produkt mehr. 


Der diesmal in 90°/,igem Alkohol ungelist gebliebene Riick- 
stand gab ebenfalls eine starke Biuretreaktion und lieferte ein 
schmieriges Flavianat. Beim Umfillen aus heifem 50°/,igen 
Alkohol wurde es flockig und zersetzte sich nach dem Trocknen 
bei 235°. Wir zerlegten es und fiihrten es in das Pikrolonat 
tiber. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus 30°/,igem Alkohol 
erschien es hauptsiichlich in feinen Nadeln, teilweise auch in 
mikroskopischen Kugeln, Ausbeute 2,6 g. Es léste sich schwer 
in heifem Wasser, ziemlich leicht in heiBem verdiinnten Alkohol, 
sinterte bei 186°, schmolz bei 190° und zersetzte sich unter 
Gasentwicklung, aber ohne besonders dunkel zu werden, bei 220°. 
Erst bei héherer Temperatur verfiirbte es sich. 


4,670 mg Subst.: 7,91 mg CO,, 2,070 mg H,O. — 4,615 mg Subst.: 
1,012 ccm N, (22°, 750 mm). 
C,;H3,N_0, - (C, oHsN,O;), (957,55) Ber. C 46,37 H 5,37 N 2 
Gef. ,, 46,19 ,, 4,96 ,, 25,04. 


2,2 g Pikrolonat wurden mit Salzsiiure und Chloroform zerlegt und 
das Volumen der wiBrigen Schicht auf 150 ccm gebracht; 5 ccm davon ver- 
brauchten 2,05 ccm 0,1 n-HCl, = 2,870 mg Gesamt-N, und entwickelten mit 
salpetriger Siure 0,5 ccm N, (19°, 723 mm), = 0,278 mg NH,-N, 9,68°/, vom 
Gesamt-N. Die iibrigen 140 ccm wurden mit Salzsiiure hydrolysiert und 
danach die Salzsiure durch mehrfaches Eindampfen im Vakuum entfernt. 
Der Riickstand wurde in 100 cem Wasser gelést, 5cem davon verbrauchten 
2,88 ccm 0,1 n-HCl, = 4,034 mg Gesamt-N, und entwickelten mit salpetriger 
Sdure 2,5 cem N, (21°, 711mm), = 1,358 mg NH,-N, 33,66°/, vom Gesamt-N. 
Aus den 90 cem Hydrolysat wurden 0,5762 g Argininflavianat erhalten, 
= 91°/, vom Gesamt-N. Aus dem Filtrat des Argininflavianates konnte die 
Monoaminosiure nicht in identifizierbarem Zustand gewonnen werden. Nach 
den Ergebnissen der Elementaranalyse des Pikrolonates selbst kommt nur 
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al 


eine Monoaminosiiure mit 5 Kohlenstoffatomen und einer primiiren Amino- 
gruppe in Betracht. Es diirfte sich also um Valin oder einen ihm nahe- 
stehenden Kérper handeln. 


Aus dem Filtrat des Protonflavianates konnten wir nur noch freies 
Arginin isolieren. 

Der bei der ersten Fraktionierung in 90°/,igem Alkohol un- 
léslich gebliebene Teil enthielt 5,82 g Stickstoff, wurde in 2 Liter 
Wasser gelést und bei essigsaurer Reaktion mit Flaviansiure 
gefallt. Es fiel sofort ein schmieriger Niederschlag aus, den wir 
auf einem Filter sammelten. Wir behandelten ihn mehrere Male 
mit 50°/,igem Alkohol, ohne aber seine Beschaffenheit zu ver- 
bessern. Er wurde mit Schwefelsiure und Butylalkohol zerlegt. 
Die wiBrige Schicht gab eine starke Biuretreaktion. Da auch 
das Pikrat nicht zur Krystallisation zu bringen war, haben wir 
das Pikrolonat dargestellt. Nach mehrmaligem Umfillen aus 
40°/,igem Alkohol krystallisierte es schlieBlich zu feinen in Biischeln 
angeordneten Nadeln, Ausbeute 5,8 g. Das Pikrolonat sintert bei 
170°, zersetzt sich erstmalig unter Gasentwicklung aber ohne Ver- 
firbung bei 190°, dann endgiiltig unter weiterer Gasentwicklung 
und Schwirzung bei 230°. Es ist schwer léslich in heifem Wasser, 
ziemlich leicht in hei8em verdiinntem Alkohol. 

4,485 mg Subst.: 7,38 mg CO,, 1,910 mg H,O. — 4,035 mg Subst.: 
0,877 com N, (22°, 750 mm). — 3,462 mg Subst. verbrauchten 5,931 cem 
0,01 n-HCl beim Mikrokjeldahl nach vorausgegangener Reduktion mit HJ 
= 0,83034 mg, 24,00°/, N. 


Zur Argininbestimmung wurde das Pikrolonat mit Salzsiiure und 
Chloroform zerlegt. Die wiBrige Lésung gab noch eine sehr starke Biuret- 
reaktion. 5 cem verbrauchten 6,48 cem 0,1 n-HCl, = 9,007 mg Gesamt-N 
und entwickelten 1,1 cem N, (21°, 722 mm), = 0,607 mg NH,N, 6,68°/, vom 
Gesamt-N. 


Der Hauptteil der Lisung wurde mit 20°/,iger Salzsiiure 8 Stunden 
lang hydrolysiert, das Hydrolysat mehrmals im Vakuum zur Trockene ein- 
gedampft und der Riickstand schlieBlich in Wasser gelést und auf 100 cem 
gebracht. 5 ccm davon verbrauchten 5,88 ccm 0,1 n-HCl, = 8,237 mg Ge- 
samt-N und entwickelten mit salpetriger Siiure 4,00 cem N, (21°, 728 mm), 
= 2,224 mg NH,N, 27°/, vom Gesamt-N. 40 ccm gaben 0,5665 g Arginin- 
flavianat, = 98,62°/, vom Gesamt-N. Das Filtrat von Flaviansiure war 
frei von Stickstoff und hinterlie8 beim Eindampfen keinen organischen 
Riickstand. 


Nach diesen Analysen handelt es sich um ein Peptid, das 
nur aus Arginin besteht. Vom Arginylarginin unterscheidet es 
sich durch die positive Biuretreaktion und den Schmelzpunkt des 
Pikrolonats. (Uber die Zahl der Arginin-Molekiile, die hier an- 
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einandergefiigt sind, gibt der freie Aminostickstoff Aufschlu8. Wir 
fanden ihn zu 6,68°/, vom Gesamt-N. Danach kann es sich nur 
um das Tetrapeptid Triarginyl-arginin handeln. Der theoretische 
Wert seines freien Aminostickstofis betrigt 6,25°/, vom Gesamt-N. 
Der gefundene etwas héhere Wert entspricht der allgemeinen Erfah- 
rung, daB die Guanidingruppe des Arginins bei der van Slykeschen 
Bestimmung stets etwas mitreagiert; sie hat sich auch jetzt wieder 
bei der Untersuchung des Hydrolysats bestatigt. Mit der Annahme 
eines T'etrapeptids aus Arginin stehen auch die oben mitgeteilten 
Resultate der Elementaranalyse in gutem Einklang, abgesehen 
von dem Wert fir Stickstoff, der etwas zu niedrig ausgefallen ist. 
Das Argininpikrolonat selbst gibt ebenfalls etwas zu niedere Stick- 
stoftwerte. Auch beim Mikrokjeldahl gibt die Pikrolonsiiure zu 
niedere Werte, 20,41°/, statt 21,22°/, N. Der Berechnung der 
Prozentgehalte legen wir die Annahme zu Grunde, daB sich Triarginyl- 
arginin-tetrapikrolonat gebildet hat, in Analogie zum Arginyl- 
arginin-dipikrat. Die gefundenen Werte passen allerdings auch 
auf ein Pentapikrolonat, der Wert fiir Stickstoff wiirde sogar noch 
weniger differieren. Als die Arbeit von H. Schiedewitz iber 
die mikroanalytische Bestimmung der Pikrolonsiure erschien, 
hatten wir leider kein Material mehr zur Verfiigung ’‘). 


C.4Hs.NigPs « (CipH,N,O;), (1699,0) Ber. C 45,25 H 4,86 N 26,40 
Gef. ,, 44,88 ,, 4,77 ,, 24,82. 


C.,H;.N,.0; + (C,>H,N,O5), (1963,01) Ber. C 45,13 H 4,63 WN 25,69. 


Ein Teil des Triarginyl-argininpikrolonats wurde mit Schwefelsiure 
und Chloroform zerlegt und ins Pikrat iibergefiihrt. Aus 50°/,igem Alkohol 
krystallisiert es in kleinen Prismen. Nachdem sie bei 100° iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet waren, sinterten sie bei 190° und zersetzten sich unter 
Gasentwicklung und Braunfirbung bei 220°. 

Wir versuchten noch aus einer weiteren Portion Pikrolonat durch Zer- 
legung mit Salzsiure und Chloroform das Hydrochlorid zu gewinnen. Die 
iiberschiissige Salzsiure entfernten wir durch mehrfaches vorsichtiges Ein- 
dampfen im Vakuum nach Zusatz von Athylalkohol. Das Chlorid war nicht 
zum Krystallisieren zu bringen. AuSerdem war die Biuretreaktion nur mehr 
ganz schwach positiv, ein Zeichen, da8 eine Zersetzung eingetreten war. Um 
festzustellen, wieviel Argininmolekiile noch beieinander waren, haben wir 
das Produkt in der iiblichen Weise mit Athylalkohol und Salzsiure ver- 
estert. Wir fillten es aus der dthylalkoholischen Lésung mit Ather um 
und erhielten eine weiBe kérnige Masse, die wir noch mit Aceton verrieben, 
dann im Vakuum bei Zimmertemperatur iiber Calciumchlorid trockneten. 
Beim weiteren Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd und bei 80° 
verlor die Substanz 6—8°/, ihres Gewichts in Form von Krystallalkohol. 
Eine Gewichtskonstanz konnte ohne Zersetzung nicht erreicht werden, so 
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daB die Bestimmung des Kohlenstoff- und Methoxylgehaltes wertlos war. 
Wir bestimmten nur den Stickstoff und das Chlor, um das Verhiltnis dieser 
beiden Elemente zu bekommen. Es ist scharf wie 12: 4. 

11,35 mg Subst.: 9,450 mg AgCl, = 20,61°/, Cl. — 3,680 mg Subst.: 
0,776 ccm N, (21°, 752 mm), = 24,23°/) N. 

10 cem einer Lésung der Substanz verbrauchten 5,22 cem 0,1 n-HCl, 
= 7,30 mg Gesamt-N und entwickelten mit salpetriger Siure 0,67 ccm N, 
(19°, 723 mm), = 0,725 mg NH,-N, 9,94°/, vom Gesamt-N. 

Nach dem freien Aminostickstoff handelt es sich um ein Tripeptid 
aus Arginin, das nach der Theorie 8,36 °/, freien Aminostickstoff vom Gesamt- 
stickstoff enthalten wiirde. Das wiirde auch das Verhiltnis von Stickstoff 
zu Chlor erkliren, indem von den drei Guanidingruppen und der freien 
Aminogruppe je ein Salzsiiurerest gebunden wird. 


Zusammenfassung. 


Clupein wurde mit verdiinnter Salzsiiure partiell gespalten 
und aus dem Hydrolysat ein Tetrapeptid aus Arginin als gut 
krystallisiertes Pikrolonat isoliert. Aus diesem Befund werden 
Schliisse auf den Bau des Clupeinmolekiils gezogen. 
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zu H. Fischer und Albert Hendschel: ,Gewinnung von 
Chlorophyllderivaten aus Elefanten- und Menschenexkrementen“, 
Diese Z., 216, 57 (1933). 


In der Anmerkung S. 62, Zeile 6 von oben ist hinter: berechnet ist, 


sondern 
im Wasserstoff-Gehalt 


einzusetzen. 














Die Konstitution des Vitamins C. 
V. Mitteilung.’) 


Von 


Fritz Micheel und Kurt Kraft. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Universitats-Laboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1933.) 


In den beiden letzten Mitteilungen?) wurde gezeigt, daB das 
Vitamin C (Ascorbinsiure) wahrscheinlich Formel I haben miBte. 
Hirst und Mitarbeiter*) haben gegen diese Formel den Einwand 
erhoben, daB bei der von uns beschriebenen Verseifung des Di- 
methyl-vitamins mit verdiinnter Lauge das am Carboxyl sitzende 
Methyl abgespalten werden miibte. Dies ist jedoch nicht der 
Fall.*) Sie schlagen deshalb fiir die Ascorbinsiiure Formel II 
bzw. III vor. Die sauren Eigenschaften sollen durch eins der 
beiden enolischen Hydroxyle hervorgerufen werden und bei der 
alkalischen Verseifung des Dimethyl-vitamins soll der Lactonring 
gedffnet werden. Wir haben Formel II und II bei der Aus- 
wertung der Ergebnisse der Ozonisierung des Dinitrobenzoyl- 
dimethylvitamins ebenfalls erwogen, sie jedoch aus folgenden 
Griinden fiir unwahrscheinlich gehalten. Das Di-enol Il steht 
nicht nur mit III, sondern auch mit IV im Gleichgewicht. IV 
wiirde mit seinem Lactol (V) (stabiler Pyranose-ring) und mit der 
zugehérenden freien Siure (VI) im Gleichgewicht stehen. Wir 
kennen nun die 2-Ketogluconsiure VII, die von VI nur durch die 
Stellung der OH-Gruppe am C, unterschieden ist (die Kpimerie 
am (©, fiallt nicht ins Gewicht, da beide Formen im Gleich- 
gewicht sich bilden kénnten). VII liegt nun, wie die Ergebnisse 
der Methylierung zeigen®), in der Lactolform vor (sowohl pyranoid 
als auch furanoid) Wir glaubten, auf Grund dieser Tautomerien 
auch vom Vitamin C eine Stabilisierung zur Lactolform annehmen 
zu dirfen. Auch die weitgehende Enolisierung schien uns mit 
der Formel II nicht gut vereinbar. Auf Grund weiterer Unter- 


1) Die Befunde dieser Mitteilung wurden auf der Hauptversammlung 
des Vereins Deutscher Chemiker in Wiirzburg am 9. VI. vorgetragen. 
2) Diese Z.-215, 216 (1933); 216, 233 (1933). 


5) Nature 131, 617 (1933). 
4) Wir haben seinerzeit nur den Verbrauch von Alkali quantitativ 


festgestellt und die Isolierung des Natriumsalzes aus Mangel an Material 


nicht durchgefiihrt. 
’) Anderson, Charlton, Haworth u. Nicholson, Soc. 1929, 1337. 
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suchungen kommen wir jedoch ebenfalls zu dem Ergebnis, daB 
Formel II bzw. III der beste Ausdruck?) fiir die Konstitution 
der Ascorbinsiure ist. 

Bei der Behandlung mit n/10-Alkali gibt das Dimethyl- 
vitamin zweifellos ein Mono-natriumsalz, ohne daB Methanol ab- 
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gespalten wird. Die Abwesenheit einer veresterten Carboxylgruppe 
(die schwer verseifbar sein kénnte) wird jedoch dadurch nicht 
vollig sicher gestellt. Wie wir nimlich fanden, bedingt die Ein- 
wirkung von n/10-Alkali eine tiefgehende Veriinderung des Mole- 
kills. Man erhilt aus dem Natriumsalz des Dimethyl-vitamins 
beim Behandeln mit iiberschiissigem p-Nitrobenzoylchlorid in 
Pyridin (in der Kilte) unter Eleminierung des Natriums einen 
schén krystallisierten Stoff vom Schmp. 180°, der keine Doppel- 
bindung und nur noch eine mit p-Nitrobenzoesiure veresterte 
Hydroxylgruppe trigt. Der in guter Ausbeute erhaltene Stoff 
enthalt noch beide Methoxylgruppen. Es scheint eine mit Alkali 
leicht enolisierbare Ketogruppe vorhanden zu sein.*) Bei der 





1) H.y. Euler fordert die gleiche Formel auf Grund des ihnlichen 
Verhaltens des Gluco-Reduktons (Tartrondialdehyd). Arkiv f. Kemi, Min. o. 
Geo. 11, 1 (1933). 

2) Die frither beschriebene Regenerierung des Vitamins aus seinem 
Dimethylderivat gelingt infolgedessen bei reinem, krystallisiertem Dimethy]- 


vitamin nicht. 
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Einwirkung von stirkerem Alkali findet, wie auch Hirst fest- 
stellte, Abspaltung von Methanol statt. 

Hirst isolierte ferner aus dem Ozonisierungsprodukt des 
Tetramethyl-vitamins eine Dimethoxy-threonsiure. Da bei dem 
Abbau von deren Amid nach Weerman!) Natriumcyanat gebildet 
wird, so schlieBt er auf eine freie «-stindige Hydroxylgruppe 
und damit auf einen Furanring vom C, zum C, des Vitamins. 
Dieser Schlu8 ist anfechtbar: wir konnten feststellen, daf O-Methyl- 
mandelsiure nach Weerman in guter Ausbeute zu Benzaldehyd 
abgebaut wird, die Methylgruppe also den Abbau nicht behindert. 

Wir haben das Vitamin der katalytischen Hydrierung unter- 
worfen. Formel I wiirde zu 4 isomeren Anhydrohexonsiuren, 
Formel If zu 4 isomeren Hexonsiiuren fiihren. Es gelang, unter 
geeigneten Bedingungen aus dem Hydrierungsprodukt die 1-Idon- 
siure (VIII) als Brucinsalz und als Phenylhydrazid zu isolieren. 
Fiir die Spannweite des Sauerstoffringes maBgebend ist der Be- 
fund, da8 bei der Hydrierung in LEisessig ein krystallisiertes 
Monoacetyl-hexonsaure-lacton erhalten wird, dem auf Grund seiner 
Stabilitiit (keine Anderung der Drehung und des neutralen Cha- 
rakters in 24 Stunden) der 1,4-Ring zuzuerkennen ist. Nach 
Formel IT sollte bei der Oxydation mit Bleitetracetat nach Criegee?) 
Formaldehyd gebildet werden. Karrer’) erhielt jedoch keinen 
Formaldehyd. Wir glaubten, daB bei der leichten Oxydierbarkeit 
des Vitamins dieser Befund nicht beweisend ist. Herr Criegee 
hat sowohl das Vitamin wie das Dimethylvitamin, das nur schwer 
oxydierbar ist, nach seiner Methode untersucht und gefunden, daf 
zwar das Vitamin keinen Formaldehyd bildet, das Dimethylvitamin 
jedoch 70°/, d. Th. Eine Abspaltung von Methylalkohol und dessen 
Oxydation zum Formaldehyd ist nach den bisherigen Erfahrungen 
nicht anzunehmen. Wir sind Herrn Criegee fiir die Untersuchung 
zu groBem Dank verpflichtet. 

Damit kann die Formel II fiir die Ascorbinsiure als ge- 
sichert gelten.*) Die Untersuchung der erwahnten Tautomeren- 
gleichgewichte ist noch nicht abgeschlossen. 

Wir danken der Notgemeinschaft der Deutscheu Wissen- 
schaft und der Firma E. Merck fiir ihre Unterstiitzung der vor- 
liegenden Arbeiten. 





1) Rec. d. Trav. chim. Pays. Bas. 37, 16 (1917). 
*) Liebigs Ann. 495, 218 (1932). *) Helvet. chim. Acta 16, 302 (1932). 
*) Sofern nicht bei der katalytischen Hydrierung eine ungewoéhnliche 


Hydrolyse des Furanringes (Formel I) voraufgehen sollte. 














